







































































































































































































































































ist	 im	 Bereich	 des	 Tissue	 Engineering	 eine	 ausreichende	 Vaskularisation	
ausschlaggebend	 für	 eine	 erfolgreiche	 Gewebetransplantation.	 In	 pathologischen	
Vorgängen,	 wie	 bei	 der	 Tumorbildung,	 ist	 ein	 suffiziente	 Angiogenese	 ebenfalls	
essentiell	 für	 das	 Überleben	 des	 neoplastischen	 Gewebes.	 Das	 dort	 herrschende	
chaotische	Gefäßwachstum	ist	charakteristisch	dafür	 (WALLS	et	al.,	2008,	LEE	et	al.,	
2010).	 Ionisierende	 Bestrahlung	 wird	 bereits	 als	 Therapie	 angewandt,	 um	 die	
Neokapillarisierung	in	Tumoren	gezielt	zu	vermindern	(GARCIA-BARROS	et	al.,	2003).	
In	den	 letzten	 Jahren	wurden	 chemotherapeutische	Methoden	untersucht,	 um	den	
Gefäßwachstumsfaktor	 VEGF	 (vascular	 endothelial	 growth	 factor)	 zu	 hemmen.	 Es	
wurde	 ein	 monoklonaler	 Antikörper	 entwickelt,	 um	 den	 angiogenen	 Anstieg	 in	
neoplastischen	Geweben	zu	inhibieren	(WILLETT	et	al.,	2004).		
Um	 unterschiedliche	 Einflüsse	 an	 einem	 physiologischen	 Gefäßwachstum	 zu	
untersuchen,	 eignet	 sich	 das	 arteriovenöse	 (AV)	 Loop-Modell.	 Somit	 kann	 die	
Angiogenese	 in	 einem	 vom	 Körper	 abgeschlossenen	 System	 beobachtet	 warden.	
EROL	und	SPIRA	(1979)	etablierten	erstmals	den	AV	Loop	bei	Ratten	und	beschrieben	
eine	spontane	Angiogenese.	MIAN	et	al.	(2000)	entwickelten	diesen	Loop	weiter	und	
betteten	 ihn	 in	 eine	 vom	Körper	 isolierten	 Kammer.	Unter	 Einsatz	 von	Gelmatrizes	
und	 Wachstumsfaktoren	 konnte	 der	 Prozess	 der	 Neokapillarisierung	 modifiziert	
werden	 (ARKUDAS	et	al.	2007,	ARKUDAS	et	al.	2009).	Dadurch	wurde	eine	spontan	
induzierte	 Neugefäßbildung	 beobachtet,	 die	 durch	 unterschiedliche	 Einflüsse	 wie	
erhöhter	Blutfluss	und	Hypoxie	ausgelöst	wurde	(PRIOR	et	al.	2009).	Diese	Umstände	
bewirkten	 eine	 vermehrte	 Expression	 von	 dem	 angiogenen	Wachstumsfaktor	 VEGF	








Weisen	 gehemmt,	 um	 die	 Reaktion	 der	 intrinsischen	 Angiogenese	 auf	 diese	
inhibitiven	 Einflüsse,	 ionisierende	 Strahlung	 und	monoklonaler	 VEGF-Antikörper,	 zu	
untersuchen.	Zum	Einen	wurde	ein	monoklonaler	Antikörper	des	Wachstumsfaktors	
VEGF,	 Bevacizumab,	 intravenös	 appliziert.	 Zum	 Anderen	 wurde	 das	 venöse	
Interponat	einer	ionisierenden	Strahlung	von	2	Gy	ausgesetzt	und	später	in	den	Loop	
eingebaut.	 In	 einer	 weiteren	 Versuchsgruppe	 wurde	 der	 mögliche	 synergistische	
Effekt	beider	inhibitierenden	Methoden	zusammen	untersucht.	Um	dieses,	aber	auch	
andere	 Angiogenese-Modelle,	 in	 Zukunft	 benutzerunabhängig	 untersuchen	 zu	










des	 klinisch	 verwendeten	 VEGF-Inhibitors	 Bevacizumab	 sowie	 der	 Effekt	 von	






1. Etablierung	 eines	 computerbasierten	 Angiogeneseauswertungsalgorithmus	 im	
AV-Loop-Modell	
Um	 eine	 schnelle,	 kostengünstige	 und	 benutzerunabhängige	 Analyse	 des	 AV-Loop-
Modells	 zu	erhalten,	wurde	ein	 computergestützter	Algorithmus	entwickelt,	 dessen	
Angiogeneseauswertung	zu	verschiedenen	Zeitpunkten	getestet	wurde.		
Ziel	der	Programmetablierung	war	es		
a)	 2-D-Aufnahmen	 von	 histologischen	 Schnitten	 des	 arteriovenösen	 Loops	
quantitativ	auszuwerten,		
b)	 das	 Gefäßwachstum	 des	 AV-Loop-Modells	 in	 definierten	 Zeiträumen	 zu	
charakterisieren,	
c)	 die	 Abhängigkeit	 der	 Analyse	 von	 verschiedenen	 Färbemethoden	 im	
Zusammenhang	mit	der	Auswertungsqualität	zu	untersuchen,		
d)	das	Programm	mit	bisherigen	Messmethoden	zu	vergleichen	und	












3. Welchen	 Einfluss	 hat	 die	 ionisierende	 Bestrahlung	 auf	 die	 Bildung	 des	
Neugefäßsystems	im	Modell	der	intrinsischen	Vaskularisation?	




4. Hat	 die	 kombinierte	 Applikation	 von	 Bevacizumab	 und	 Bestrahlung	 einen	
synergistischen	Effekt	auf	die	Gefäßwachstumsinhibition?	
Eine	 Kombination	 von	 Bevacizumab	 und	 ionisierender	 Strahlung	 führte	 in	
unterschiedlichen	 Studien	 zu	 einer	 Wachstumsinhibition	 von	 Neugefäßbildung,	
vornehmlich	 bei	 Tumorgeweben,	 in	 denen	 ein	 chaotisches	 Gefäßsystem	
anwesend	 ist.	 Wie	 reagiert	 eine	 geordnete	 Angiogenese,	 wie	 es	 im	 AV-Loop-







Ein	 dichtes	 Blutgefäßnetzwerk	 mit	 unterschiedlichen	 Gefäßdurchmessern	 sorgt	
durch	 die	 Zufuhr	 von	 Sauerstoff	 und	 Nährstoffen	 sowie	 durch	 die	 Elimination	 von	
CO2	und	anfallenden	Stoffwechselmetaboliten	für	die	Erhaltung	des	Körpers.	Darüber	












Am	 adulten	 humanen	 Organismus	 werden	 ruhende	 Endothelzellen	 von	
Versorgungssignalen	 wie	 VEGF	 (Vascular	 Endothelial	 Growth	 Factor),	 Notch,	
Angiopoietin-1	(ANG-1)	und	FGFs	(Fibroblast	Growth	Factors)	vor	Einwirkungen,	wie	
zum	 Beispiel	 der	 Hypoxie,	 geschützt.	 Um	 Veränderungen	 des	 Sauerstoffgehalts	 im	
Blut	 wahrzunehmen,	 besitzen	 Gefäßendothelzellen	 Sauerstoffsensoren.	 Die	
beschriebene	Veränderung	ist	bei	Wunden	zu	beobachten.	Die	Sensoren	induzieren	
in	 Hypoxie	 eine	 Expression	 von	 PHD2	 (Prolyl	 Hydroxylase	 Domain	 2)	 und	 HIF-2α	
(Hypoxia-inducible	 Factor-2α),	 die	 eine	angiogene	Kaskade	auslösen.	Dadurch	 kann	
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entsprechend	 des	 Sauerstoffgehalts	 die	Gefäßarchitektur	 im	 Körper	 angepasst	 und	
der	 Blutfluss	 gemeinsam	 mit	 der	 lokalen	 Durchblutungsregulation	 bedarfsgerecht	
gesteuert	 werden.	 Endothelzellen	 sind	 einschichtig	 angereiht	 und	 von	 Perizyten	
umgeben,	die	durch	Anlagerung	die	Endothelzellproliferation	einstellen	und	Signale,	
wie	ANG-1	und	VEGF,	für	das	Zellbestehen	aussenden.	Ruhende	Endothelzellen	und	
Perizyten	 bilden	 eine	 gemeinsame	 Basalmembran	 (CARMELIET	 &	 JAIN	 2011a;	
MIQUEROL	et	al.	2000;	CARMELIET	2005a).	
Erfährt	 ein	 ruhendes	 Gefäß	 durch	 Hypoxie,	 Inflammation	 oder	 eine	 benachbarte	
Tumorzelle	 eine	 angiogene	 Stimulation	 über	 ANG-2,	 VEGF-A	 oder	 VEGF-C	 oder	





und	 VEGF	 aus	 der	 Matrix	 und	 es	 entsteht	 ein	 angio-kompetentes	 Milieu.	 Um	 die	
Matrix	 aus	 Endothelzellen,	 Perizyten	 und	 angiogenen	 Faktoren	 in	 ein	
funktionsfähiges	Gefäß	zu	 transferieren,	 fungiert	eine	Endothelzelle	als	 sogenannte	
Tip-Zelle	und	ermöglicht	als	Richtungsweiser	die	Gefäßformation.	Die	benachbarten	
Zellen	 erkennen	 sie	 als	 solche	 und	 verlängern	 den	 Gefäßstumpf,	 signalisiert	 durch	
Notch,	 PlGF	 (Placental	Growth	Factor)	 und	FGFs	etc.	Vermittelt	 durch	CD34,	VEGF,	
Hedgehog	etc.	wird	ein	Gerüst	um	ein	Lumen	gebildet.	Myeloid-Brücken	helfen,	die	
entstandenen	 Gefäßstümpfe	 zu	 verbinden.	 Damit	 die	 präformierten	 Gefäße	
mikrozirkulatorisch	 funktionsfähig	 werden,	 lagern	 sich	 Endothelzellen,	 signalisiert	
durch	 PDGF-B	 (Platelet-derived	 Growth	 Factor-B),	 ANG-1,	 TGF-β	 (Transforming	
Growth	Factor-β),	Ephrin-B2	und	Notch	und	mit	ihnen	Perizyten	von	innen	an.	Dieser	






teilen	 und	 dadurch	 neue	 Tochtergefäße	 bilden.	 Der	 dritte	 Hauptmechanismus	 der	






Abb.	1:	 Darstellung	 der	 drei	 wesentlichen	 Angiogenesemechanismen.	 Man	
unterscheidet	 (A)	 Vaskulogenese,	 (B)	 Intussuszeption	 und	 (C)	 die	 keimende	




sind	 Gap	 Junctions.	 Sie	 ermöglichen	 die	 longitudinale	 Zell-Zell-Kommunikation	 und	
sind	aus	 sechs	Connexinen	 (Cx)	 aufgebaut,	die	 zusammen	ein	Connexon	bilden.	 Im	
Körper	 von	 Menschen	 wurden	 21	 und	 bei	 Nagern	 20	 verschiedene	 Typen	
identifiziert,	 wobei	 vier	 davon	 im	 kardiovaskulären	 System	 nachgewiesen	 wurden	
(Cx37,	Cx40,	Cx43	und	Cx45).	Cx37	und	Cx40	werden	vornehmlich	in	Endothelzellen	




eine	 vaskuläre	 Fehlentwicklung,	 die	 letal	 endet.	 Im	Gegensatz	 dazu	 beeinflusst	 die	
Abwesenheit	von	Cx37	und	Cx40	die	Überlebensfähigkeit	der	Mäuse	nicht	 (DE	WIT	
2004).	 Zusätzlich	 beeinflussen	 physikalische	 Veränderungen	 die	 Cx-Expression.	 So	
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konnten	GABRIELS	et	al.	 feststellen,	 dass	Cx43	 vermehrt	 in	Bereichen	mit	 erhöhter	
Scherspannung	und	turbulenter	Strömung	aufzufinden	war	(GABRIELS	&	PAUL	1998).	
YEH	 et	al.	 konnten	 nachweisen,	 dass	 bei	 regenerierendem	 Arterienendothel	
vermehrt	 Cx37,	 Cx40	 und	 Cx43	 exprimiert	wurden	 (YEH	 et	 al.	 2000).	 CHANG	 et	al.	
stellten	fest,	dass	eine	geringere	Cx-Expression	in	venösen	Gefäßen	als	in	arteriösen	
erfolgte.	 Des	 Weiteren	 konnten	 sie	 nachweisen,	 dass	 Cx37,	 Cx40	 und	 Cx43	 bei	
erhöhter	 Blutflussgeschwindigkeit	 und	 geringem	 Druck	 exprimiert	 wurden.	 Im	
Gegensatz	dazu	wurde	allein	Cx37	bei	geringem	Fluss	und	erhöhtem	Druck	vermehrt	
ausgesetzt	 (CHANG	 et	 al.	 2010).	 SCHMIDT	 et	al.	 konnten	 weiters	 eine	 Verbindung	
zwischen	 dem	 durch	 einen	 Shunt	 entstandenen	 erhöhten	 Blutfluss	 und	 der	
Expression	von	Cx43	bei	männlichen	Lewis-Ratten	nachweisen.	Diese	Ergebnisse	 im	
AV-Loop	 Modell	 zeigten,	 dass	 bei	 erhöhter	 Angiogenese,	 erhöhtem	 pulsatilen	
Blutfluss	und	turbulenter	Strömung	die	Cx43-Expression	in	Endothelzellen	vermehrt	
war	 und	 unter	 physiologischen	 Bedingungen	 Cx43	 nur	 marginal	 ausgeschüttet	




Das	Herzkreislaufsystem	 ist	 das	 erste	 funktionierende	Organsystem	 im	Embryo	der	
Wirbeltiere.	 Eine	 enge	 Kommunikation	 der	 Vorläuferzellen	 ist	 notwendig,	 um	 eine	
genau	 koordinierte	 Entwicklung	 von	 Herz,	 Gefäßen	 und	 Blut	 sicherzustellen.	 Die	
später	 voll	 ausgereiften	 Endothel-	 und	 hämatopoetischen	 Zellen	 entstehen	
entwicklungsbiologisch	 am	 selben	 Ort	 und	 zur	 selben	 Zeit.	 Daher	 besteht	 die	









Phosphorylierung	 und	 folgend	 eine	 verstärkte	 Signalübertragung	 übermittelt	 wird	
(TURLEY	 et	 al.	 2012;	 CARMELIET	 &	 JAIN	 2011b;	 FERRARA	 &	 KERBEL	 2005).	 Bei	
Beeinträchtigung	 einer	 dieser	 Rezeptoren	 resultiert	 eine	 gestörte	 Entwicklung	
sowohl	 von	 Endothel-	 als	 auch	 von	 hämatopoetischen	 Zellen	 (CARMELIET	 2005a;	
EMA	 2003;	 EMA	 &	 ROSSANT	 2003;	 FERRARA	 &	 KERBEL	 2005).	 Werden	 beide	
Rezeptoren	 unterexprimiert,	 so	 kommt	 es	 zu	 ausgeprägten	 Anomalien	 der	
Gefäßentwicklung.	 Bei	 Abwesenheit	 von	 VEGFR-1	 werden	 überzählig	 viele	
Endothelzellen	produziert,	was	zu	einer	vaskulären	Fehlbildung	führt.	Ein	Mangel	an	
VEGFR-2	 hemmt	 die	 Differenzierung	 von	 mesodermalen	 Zellen	 zu	 Angioblasten	
(CARMELIET	 2005a;	 MIQUEROL	 et	 al.	 2000).	 Im	 Gegensatz	 dazu	 konnte	 gezeigt	
werden,	dass	bereits	eine	geringe	Überexpression	des	Rezeptorliganden	VEGF-A	zu	
erheblichen	 embryonalen	 Fehlbildungen	 des	 Herzkreislaufsystems	 mit	 Beteiligung	
des	Herzseptums,	des	Myokards	und	der	Koronargefäße	führt.	Die	Ergebnisse	wiesen	
daraufhin,	 dass	 neben	 der	 Funktion	 der	 Rezeptoren	 VEGFR-1	 und	 VEGFR-2	 eine	
exakte	 Expression	 von	 VEGF-A	 für	 den	 normalen	 Aufbau	 des	 Gefäßsystems	 in	 der	




VEGF	 spielt	 eine	 essenzielle	 Rolle	 bei	 der	 Mikrovaskularisation	 während	 der	
Wundheilung.	 Die	 Hypoxie	 innerhalb	 des	 verletzten	 Gewebes	 induziert	 die	
Ausschüttung	von	HIF-1α	(REINKE	&	SORG	2012).	Hier	kommt	es	konsekutiv	zu	einer	
vermehrten	 VEGF-Expression	 in	 den	 ortsständigen	 Monozyten,	 Endothelzellen,	
Fibroblasten,	 Keratinozyten	 und	Myozyten.	 Die	 erste	 Phase	 der	 Wundheilung,	 die	
inflammatorische	 Phase,	 ist	 an	 Tag	 1	 bis	 3	 zu	 beobachten	 und	 sorgt	 für	 die	
Homöostase	 und	 einen	 provisorischen	 Wundverschluss.	 Hier	 werden	 zunächst	
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neutrophile	 Granulozyten	 rekrutiert	 und	 die	 in	 das	 Wundgebiet	 eingewanderten	
Monozyten	 transformiert.	 In	 der	 Proliferationsphase	 (4	 bis	 21	Tage	 nach	
Wundsetzung)	 wird	 Granulationsgewebe	 gebildet	 und	 das	 beschädigte	
Gefäßnetzwerk	wiederhergestellt.	 Dazu	 immigrieren	 Fibrin	 und	 Fibroblasten	 in	 das	
Gewebe.	 Abschließend	 erfolgt	 die	 Reepithelisierungsphase	 (21	Tage	 bis	 1	Jahr),	 die	
an	 den	 Wundrändern	 initiiert	 wird.	 Durch	 kapilläre	 Sprossung	 werden	
Neovaskularisation	und	Angiogenese	aktiviert. Während	in	der	 Inflammationsphase	
VEGF	 überwiegend	 von	 Makrophagen	 produziert	 wird,	 geht	 die	 Expression	 in	 der	
Reepithelisierungsphase	von	dem	neu	entstandenen	Epithel	aus	(WILLENBORG	et	al.	
2012).	 Die	 humane	 VEGF-Konzentration	 ist	 zwischen	 dem	 3.	 und	 7.	 Tag	 nach	 der	
Verletzung	 am	 höchsten	 und	 bewirkt	 die	 Bildung	 von	 Kapillaren	 sowie	 ihre	
Differenzierung.	 Die	 Anwesenheit	 von	 VEGF	 induziert	 unter	 anderem	
antiapoptotische	Signale,	wodurch	diese	Endothelzellen	vor	 ihrem	Zelltod	geschützt	
werden.	 Die	 Signalkaskade	 des	 VEGF	 bewirkt	 Vasodilatation,	 sequenziellen	 Abbau	





Expression	 nach	 einer	 bestimmten	 Zeit	 herabreguliert.	 Dies	 geschieht	 bei	
Verringerung	 der	 Hypoxie	 durch	 den	 fehlenden	 HIF-1α-Stimulus	 und	 durch	 die	
Übernahme	 der	 Regulation	 der	 Angiogenese	 durch	 bFGF	 (basic	 Fibroblast	 Growth	
Factor).	 bFGF	 induziert	während	 der	Gefäßausreifung	 die	 Lumenformation	 und	 die	
Entwicklung	der	Basalmembran.	Bereits	eine	Woche	nach	der	Verletzung	sinken	die	












VEGF-A,	 nachfolgend	 vereinfacht	 VEGF	 genannt,	 ist	 der	 Hauptmediator	 der	
Tumorangiogenese.	 Es	 handelt	 sich	 hierbei	 um	 ein	 homodimeres	 Glykoprotein	mit	
einem	 Molekulargewicht	 von	 circa	 45	kDa.	 Man	 unterscheidet	 vier	 verschiedene	
Isoformen	 anhand	 ihrer	 Aminosäurenlänge	 (121,	 165,	 189	 oder	 206	 AS),	 wobei	
VEGF165	vornehmlich	auftritt.	Eine	Vielzahl	tumorassoziierter	Faktoren	induzieren	die	
Expression	von	VEGF,	darunter	fallen	PDGF,	FGF,	EGF	(Epidermal	Growth	Factor),	TNF	










der	VEGF-Expression.	Dieser	 Prozess	wird	 als	Angiogenic	 Switch	 bezeichnet	 und	 ist	
die	 Basis	 des	 unkontrollierten	 malignen	 Tumorwachstums.	 Die	 entkoppelte	 VEGF-
Überexpression	verändert	den	histologischen	Aufbau	der	Gefäßstruktur	des	Tumors.	
Verschiedene	 Gefäßvorläuferformationen	 verzweigen	 sich	 unregelmäßig	 im	
Tumorgewebe.	Es	entstehen	so	in	Teilen	des	Tumors	überdurchschnittlich	reife	und	
große	 Gefäße,	 in	 anderen	 Teilen	 imponieren	 unreife,	 kleine	 Gefäße	 und	 manche	
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Bereiche	weisen	keine	Gefäße	auf	 (Abb.	2).	 Endothelzellen	 sind	hierbei	nicht	 linear	
und	 in	 Flussrichtung	 ausgerichtet,	 wie	 es	 physiologischerweise	 der	 Fall	 ist.	 Die	
interzellulären	 Verbindungen	 sind	 vergrößert.	 Die	 Basalmembran	 ist	 unterbrochen	
und	die	üblicherweise	an	 ihr	haftenden	Perizyten	 sind	abgelöst.	Die	 stabilisierende	
Schutzfunktion	 der	 Perizyten	 ist	 damit	 aufgehoben.	 Die	 Veränderungen	 des	
Gefäßaufbaus	 bewirken	 Hypoxie,	 einen	 verringerten	 pH-Wert	 und	 einen	 erhöhten	
interstitiellen	 Druck.	 Dadurch	werden	 die	 Gefäße	 undicht	 und	 dies	 begünstigt	 den	
Austritt	 von	 Tumorzellen	 und	 somit	 die	 Metastasierung,	 die	 auf	 verschiedenen	
Genabschnitten	erfolgt	(CARMELIET	2005b).	
	 	
		 	 	 	
	
Abb.	2:	Darstellung	verschiedener	Gefäßbauten.	Hier	wird	der	Unterschied	zwischen	
einem	 intakten	 Gefäßbau	 (A)	 und	 einem	 Tumorgefäßsystem	 (B)	 dargestellt	
(Abbildungen	 von	 JM	 Covi;	 angelehnt	 an	 GERBER	 &	 FERRARA	 2005;	 JAIN	 &	
CARMELIET	2012).	
	
In	 der	 Tumorigenese	 gibt	 es	 drei	 verschiedene	 pathologische	 Angiogenese-




option	 um	 bereits	 existierende	 Gefäße	 an.	 Bei	 der	 als	 Mimikry	 bezeichneten	
Proliferation	 integrieren	 sich	 Tumorzellen	 zwischen	 Endothelzellen.	 Eine	 weitere	
Möglichkeit	 des	 Tumorwachstums	 ist	 die	Differenzierung	der	neoplastischen	Zellen	
zu	 Endothelzellen,	wo	 sie	 sich	 als	 solche	durch	den	direkten	O2-Zugang	 entwickeln	
können	 (GERBER	 &	 FERRARA	 2005).	 Hypoxie	 steigert	 die	 Produktion	 von	
proangiogenen	 Faktoren,	 das	 zu	 einem	 erhöhten	 chaotischen	 und	 sich	 selbst	












implantierten	 EHRMANN	 et	al.	 und	 RIJHSINGHANI	 et	al.	 unabhängig	 voneinander	
Zelllinien	 eines	 Choriosarkoms	 in	 die	 Backentasche	 von	 Hamstern	 und	 konnten	
ebenfalls	 ein	 vom	 Tumor	 ausgehendes	 Gefäßnetzwerk	 nachweisen.	 Anhand	 ihrer	
Resultate	 stellten	 sie	 die	 Hypothese	 auf,	 dass	 ein	 oder	 mehrere	 tumorassoziierte	
Wachstumsfaktoren	 für	 die	Neovaskularisation	 verantwortlich	 sein	 müssen	
(EHRMANN	 &	 KNOTH	 1968;	 RIJHSINGHANI	 et	 al.	 1968).	 SENGER	 et	al.	 konnten	
demonstrieren,	dass	ihr	neu	entdeckter	Faktor	VPF	(Vascular	Permeability	Factor)	für	
die	 Gefäßpermeabilität	 verantwortlich	 war	 (Senger	 et	 al.	 1983a).	 Später	 konnten	
FERRARA	 et	al.	 zeigen,	 dass	 der	 von	 Endothelzellen	 exprimierte	 Wachstumsfaktor	
VEGF	 (Vascular	 Endothelial	Growth	 Factor)	 derselbe	 Faktor	war,	 den	 SENGER	et	al.	
ursprünglich	 entdeckt	 hatten	 (SENGER	 et	 al.	 1983b;	 FERRARA	 &	 HENZEL	 1989).	
Nachdem	 die	 Rezeptoren	 VEGFR-1	 und	 VEGFR-2	 entdeckt	wurden,	 leitete	 dies	 die	





muMAb	 A.4.6.1,	 wurde	 ein	 wichtiger	 Therapieschritt	 vollzogen.	 Er	 hat	 nahezu	
dieselbe	 Affinität	 wie	 der	 ursprüngliche	 Antikörper	 und	 neutralisiert	 alle	 VEGF-A	
Isoformen	 (MULLER	 et	 al.	 1998).	Untersuchungen	 von	KIM	et	al.	 ergaben,	 dass	 bei	
der	 Implantation	 von	 humanen	 A673	 Rhabdomyosarkom-,	 G55	Glioblastoma	





Bevacizumab	 die	 Endothelzellproliferation	 nicht	 nur	 eindämmt,	 sondern	 auch	 das	
chaotische	 pathologische	 Tumorgefäßsystem	 normalisieren	 kann,	 d.	h.	 die	
physiologische	Gefäßhierarchie	wiederherstellt	(CARMELIET	&	JAIN	2011b).	 
Nach	 der	 Wachstumshemmung	 eines	 in	 Nacktmäusen	 implantierten	 A673-
Rhabdomyosarkoms	 konnte	 bewiesen	 werden,	 dass	 sowohl	 der	 murine	 (muMAb	
A.4.6.1)	 als	 auch	 der	 humanisierte	 VEGF-Inhibitor	 (Bevacizumab),	 die	 gleichen	
pharmakologischen	Eigenschaften	besitzen	und	durch	die	Neutralisierung	aller	VEGF-
Isoformen	einen	negativen	Einfluss	auf	die	Tumorentwicklung	haben	(PRESTA	et	al.	
1997;	GERBER	&	 FERRARA	2005).	 In	 einer	weiteren	 Studie	 konnte	 gezeigt	werden,	
dass	 bei	 einer	 Xenograft-Inokulation	 eines	 i.	p.-applizierten	 A673-
Rhabdomyosarkoms	 bei	 Nacktmäusen	 und	 zusätzlicher	 VEGF-Inhibition	 mittels	
muMAb	A.4.6.1	die	Wachstumshemmung	bei	95	%	lag.	Eine	mögliche	Erklärung	der	
nicht	 kompletten	 Inhibition	 des	 Xenograft-Wachstums	 ist	 die	 kompensatorische	
Erhöhung	 der	 VEGF-Produktion	 des	 Wirtsstromas,	 die	 durch	 die	 implantierten	
Tumorzellen	 stimuliert	 wurde	 (FUKUMURA	 et	 al.	 1998;	 GERBER	 et	 al.	 2000).	 Des	
Weiteren	beobachteten	WARREN	et	al.	 bei	 einer	 subkutanen	Xenograft-Inokulation	




zur	 unbehandelten	 Kontrollgruppe	 gemessen.	 Bei	 den	 vorher	 durchgeführten	 In-
vitro-Versuchen	dieser	Studie	konnte	kein	Effekt	des	VEGF-Inhibitors	muMAb	A.4.6.1	
auf	dieselben	Tumorzelllinien	beobachtet	werden.	Im	weiteren	Verlauf	dieser	Studie	
wurde	 erwiesen,	 dass	 bei	 Behandlung	 der	 Tiere	 mit	 dem	 VEGF-Inhibitor	 die	
Metastasenbildung	des	inokulierten	HM7-Xenografts	verringert	war.	Im	Vergleich	zu	




(WARREN	 et	 al.	 1995).	 Ferner	 stellten	 BOCK	 et	al.	 mittels	 Westernblot	 fest,	 dass	
Bevacizumab	sowohl	an	humanem	als	auch	an	murinem	VEGF-A	bindet,	wobei	das	
Signal	 des	murinen	 VEGF-A	 schwächer	war.	Mittels	 ELISA-Analyse	wurde	 ermittelt,	
dass	die	Bindung	zum	murinen	VEGF-A	eine	höhere	Konzentration	des	monoklonalen	
Antikörpers	 erfordert.	 Zusätzlich	 konnten	BOCK	et	al.	 feststellen,	 dass	 eine	 10-fach	
höhere	 Konzentration	 von	 murinem	 VEGF-A	 notwendig	 war,	 um	 dieselbe	
Proteinaffinität	zu	erhalten	wie	mit	humanem	VEGF-A.	Um	die	in	vivo	Inhibition	der	
Angiogenese	 und	 Lymphangiogenese	 durch	 Bevacizumab	 zu	 untersuchen,	
verwendete	 die	 Arbeitsgruppe	 einen	 Naht-induzierten	 inflammatorischen	
Neovaskularisationsassay	an	der	Kornea	von	Mäusen.	Nach	Setzen	der	Korneanähte	
im	 Stroma	 wurde	 Bevacizumab	 systemisch	 und	 lokal	 appliziert.	 In	 beiden	 Fällen	
wurde	 eine	 signifikant	 verringerte	Neugefäßbildung	 beschrieben,	was	 seine	 in	 vivo	
Wirkung	 bei	 Nagern	 belegte	 (BOCK	 et	 al.	 2007).	 YU	 et	al.	 konnten	 die	 Arbeit	 von	
BOCK	et	al.	jedoch	nicht	bestätigen,	nachdem	sie	die	Versuche	repliziert	haben	(YU	et	
al.	 2008).	 AKAR	 et	al.	 beschrieben	 eine	 Inhibition	 der	 Angiogenese	 durch	
Bevacizumab	 bei	 der	 Ratte.	 Dabei	 wurde	 ein	 Kornea-Neovaskularisationsmodell	
angewandt,	 wobei	 die	 Kornea	 mit	 Silbernitrat	 kauterisiert	 wurde.	 Anschließend	
wurde	 die	 Neoangiogenese	 mit	 Bevacizumab,	 Ranibizumab	 und	 Pegabptanib	
gehemmt.	 Die	 Substanzen	 wurden	 einmalig	 subkonjuktival	 appliziert.	 Nach	
histologischer	 Auswertung	 konnte	 festgestellt	 werden,	 dass	 Bevacizumab	 die	












Auftakt	 zur	 Strahlenforschung.	 Zur	 selben	 Zeit	 entdeckte	 der	 Franzose	 Henri	
Becquerel	 die	 natürliche	 Strahlung	 radioaktiver	 Substanzen.	 Er	 beobachtete,	 dass	
Uran	 fotografische	 Platten	 schwarz	 färbte	 –	 unabhängig	 von	 Wetter,	 Temperatur	
oder	 Lichteinfluss	 –	 und	 stellte	 fest,	 dass	 diese	 ionisierende	 Strahlung	 aus	 dem	
Mineral	 selbst	 freigesetzt	 wurde.	 Marie	 und	 Pierre	 Curie	 entdeckten	 weitere	
radioaktiven	 Elemente	 wie	 Radium,	 Thorium	 und	 Polonium	 (LENTLE	 &	 ALDRICH	
1997).	 Ratcliffe	 und	 Hall-Edwards	 stellten	 in	 Birmingham	 eine	 radiologische	
Abbildung	 einer	 von	 einer	 Nadel	 penetrierten	 Hand	 her,	 die	 anschließend	 dem	
Chirurgen	 zur	 operativen	 Entfernung	 diente	 und	 somit	 das	 erste	 diagnostische	
Röntgenbild	 war.	 Die	 rasante	 Entwicklung	 der	 Radiologie	 ab	 1896	mündete	 in	 die	
Darstellung	 knöcherner	 Veränderungen	 des	 Skeletts	 und	 fand	 in	 der	 Diagnose	 von	
Kriegsverletzungen	Einzug.	 Im	selben	Jahr	wurde	ebenfalls	der	erste	therapeutische	
Einsatz	 von	 Röntgenstrahlen	 bei	 der	 Behandlung	 einer	 Brustkrebspatientin	
dokumentiert.	 Um	 der	 minderen	 Weichteilkontrastgebung	 entgegenzuarbeiten,	
injizierte	Röntgen	Patienten	nach	dem	Tod	eine	Mischung	aus	Limette,	Zinnober	und	
Petroleum	 intravenös,	 um	 die	 Gefäße	 darstellen	 zu	 können.	 1897	 wurde	 in	 den	
Vereinigten	 Staaten	 Tieren	 Wismutnitrat	 oral	 verabreicht,	 um	 den	
Gastrointestinaltrakt	zu	visualisieren.	Die	Radiotoxizität	wurde	bereits	kurz	nach	der	
Entdeckung	der	Röntgenstrahlen	dokumentiert.	Bei	den	initialen	Bildern	wurde	eine	
Belichtungszeit	 von	 80	min	 benötigt.	 Aufgrund	 dieser	 Exposition	 wurden	 nach	
einigen	 Monaten	 Hautläsionen	 und	 Haarausfall	 beschrieben.	 1922	 präsentierten	




Durch	 die	 Wechselwirkung	 zwischen	 ionisierender	 Strahlung	 und	 intrazellulärem	
Sauerstoff	 in	 den	 bestrahlten	 Zellen	 bilden	 sich	 freie	 Sauerstoffradikale,	 die	 die	
bestrahlte	 Zelle	 in	 ihrem	 Aufbau	 angreifen.	 So	 kommt	 es	 zu	 DNA-
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Doppelstrangbrüchen	 mit	 einhergehender	 Funktionsstörung	 von	 Mitochondrien,	






Effekt	 aufweisen.	 In	 weiteren	 Untersuchungen	 verwies	 er	 noch	 auf	 die	 positive	
Wirkung	der	Trimodaltherapie	von	Radio-	und	Chemotherapie	und	der	chirurgischen	
Exzision	des	Tumors.	Im	weiteren	Verlauf	wurden	unter	anderem	Methoden	wie	die	
Brachytherapie,	 die	 Katheter-basierte	 zerebrale	 Aneurysmaablation	 und	
röntgengeführte	 Biopsien	 etabliert	 (BRADY	 1988;	 LENTLE	 &	 ALDRICH	 1997).	
Röntgenstrahlen	 gehören	 zur	 elektromagnetischen	 Strahlung	 und	 übermitteln	 ihre	
Energie	 über	 Photonenwellen.	 Sie	 werden	 über	 die	 Beschleunigung	 von	
Elektronenstrahlen	 produziert.	 Die	 Bestrahlungsdosen	 werden	 in	 der	 Einheit	 Gray	
(Gy)	gemessen.	Werden	energetische	Photonen	auf	menschliches	Gewebe	gerichtet,	
so	 werden	 beim	 Durchdringen	 Sekundärelektronen	 herausgeschleudert,	 die	 durch	
Ionisierung	 intrazellulärer	 Moleküle	 wie	 Wasserstoff	 freie	 Radikale	 freisetzen.	 Die	
Radikale	 induzieren	 DNA-Doppelstrangbrüche.	 Neoplastische	 Zellen	 haben	 –	 im	
Gegensatz	 zu	 gesunden	 Zellen	 –	 nicht	 die	 Fähigkeit,	 diese	 DNA-Schäden	 zu	
reparieren,	da	bei	den	meisten	Tumorarten	das	Tumorsuppressorgen	p53	mutiert	ist	
und	 weder	 der	 Zellzyklus	 zur	 DNA-Reparatur	 noch	 die	 Einleitung	 der	 Apoptose	
erfolgen	kann.	So	kommt	es	zu	einer	Proliferation	entarteter	Zellen	und	konsekutive	
Tumorbildung	 (AHMAD	et	al.	2012;	DIKOMEY	et	al.	2012;	YOSHIMURA	et	al.	2013).	
KIL	 et	al.	 zeigten,	 dass	 Glioblastom-Zelllinien	 nach	 der	 Bestrahlung	 vermehrt	 VEGF	
exprimieren	und	dass	die	VEGF-Ausschüttung	mit	einem	VEGF-Antikörper	gehemmt	






ionisierender	 Strahlen	 und	 VEGF-hemmender	 Substanzen	 an	 unterschiedlichen	
Zelllinien	 in	 vivo	 und	 in	 vitro.	 So	 wurden	 humane	 Xenograften	 eines	
Plattenepithelkarzinoms	 (SQ20B),	 eines	 ösophagealen	 Adenokarzinoms	 (Seg-1)	 und	
eines	 Glioblastoms	 (U87)	 in	 die	 hintere	 Extremität	 weiblicher	 athymischer	
Nacktmäuse	 s.c.	 appliziert	 und	 ein	 humaner	 monoklonaler	 VEGF165-Antikörper	
(10	µg/Maus)	 i.p.	 injiziert.	 Drei	 Stunden	 nach	 Gabe	 des	 Antikörpers	 wurden	 die	
hintere	 Extremitäten	 mit	 einer	 von	 der	 Tumorzelllinie	 abhängigen	 Dosis	 bestrahlt	
(SQ20B:	40	Gy	in	vier	Fraktionen;	Seg-1:	20	Gy	in	vier	Fraktionen;	U87:	40	Gy	in	acht	
Fraktionen).	Bei	 allen	untersuchten	Xenograften	konnte	eine	 stärkere	Verringerung	
des	 Tumorvolumens	 in	 der	 Kombinationsbehandlung	 (VEGF-Inhibition	 und	
Bestrahlung)	 beobachtet	 werden.	 Das	 Überleben	 der	 VEGF-angereicherten	 Zellen	
war	 im	 Gegensatz	 zu	 VEGF-Antikörper-behandelten	 Zellen	 erhöht.	 Die	 Ergebnisse	
bestätigten,	dass	Endothelzellen	durch	eine	bestrahlungsinduzierte	VEGF-Produktion	
in	 Tumoren	 vor	 Strahlenfolgen	 geschützt	werden.	Wurde	 VEGF	 hingegen	 inhibiert,	
kam	 es	 zu	 einer	 erhöhten	 Endothelzellapoptose	 (GORSKI	 et	 al.,	 1999).	 GARCIA-
BARROS	 et	al.	 implantierten	 humane	 Tumorzelllinien	 (MCA/129-Fibrosarkom)	 in	
Mäuse,	 die	 eine	 Endothel-spezifische	 Apoptose-Resistenz	 aufwiesen.	 Nach	
Bestrahlung	 mit	 15	Gy	 wuchs	 der	 Tumor	 doppelt	 so	 schnell,	 was	 die	 Rolle	 der	
Gefäßendothelzellen	 bei	 der	 Strahleneinwirkung	 verdeutlichte	 (GARCIA-BARROS	
2003).	 Um	 den	 synergistischen	 Effekt	 von	 VEGF-Inhibitoren	 und	 Radiotherapie	 zu	
untersuchen,	 implantierten	 MYERS	 et	al.	 einen	 Tumor	 (humanes	 alveoläres	
Rhabdomyosarkom-Xenograft)	 in	 den	 Wadenmuskel	 von	 CB-17-SCID-Mäusen	 und	
applizierten	 nach	 vierwöchiger	 Wachstumszeit	 Bevacizumab.	 Fünf	 Tage	 nach	




normalisierte,	 der	 Tumor	 dadurch	 gesteigerte	 O2-Wert	 aufwies	 und	 dadurch	 eine	
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erhöhte	 Radiosensitivität	 bewirkte	 (MYERS	 et	 al.	 2010;	 YOSHIMURA	 et	 al.	 2013).	
HOANG	et	al.	 stellten	 fest,	dass	die	Proliferationsinhibition	bei	 in-vitro-HUVE-Zellen	
mittels	Bevacizumab	dosisunabhängig	war	und	eine	Endothelzellapoptose	stattfand.	
Des	 Weiteren	 konnte	 bei	 der	 Kombinationstherapie	 mit	 Bevacizumab	 und	




Chemotherapeutika	 weisen	 unterschiedliche	 Wirkungen	 auf	 und	 beeinflussen	 die	
Proliferation	schnell	teilender	Zellen.	Darunter	fallen	auch	Zellen,	die	für	angiogene	
Effekte	 von	 Bedeutung	 sind,	 wie	 unter	 anderem	 Vorläuferzellen	 von	 Myo-	 und	
Perizyten	 sowie	 Endothel-	 und	 Endothelvorläuferzellen	 aus	 dem	 Knochenmark.	 Sie	
alle	 sind	 Bausteine	 eines	 normal	 wachsenden	 Gefäßnetzwerks.	 Im	 Laufe	 einer	
Chemotherapie	 werden	 diese	 Vorläuferzellen	 in	 ihren	 für	 den	 Gefäßbau	
notwendigen	 Funktionen	 gestört	 und	 konsekutiv	 die	 daraus	 resultierende	
physiologische	 Gefäßarchitektur.	 Die	 in	 Tumoren	 bestehende	 ungeordnete	
Gefäßversorgung	 sorgt	 für	 Hypoxie,	 niedrigen	 pH-Wert	 und	 erhöhten	
Flüssigkeitsdruck.	Dieses	Milieu	verursacht	eine	verminderte	Wirkung	antiangiogener	
Therapieansätze	 wie	 Chemo-	 und	 Radiotherapie,	 die	 auf	 Sauerstoffradikale	
angewiesen	 sind	 (FERRARA	 &	 KERBEL	 2005).	 Im	 Gegensatz	 zu	 Einzeltherapien	 mit	
entweder	nur	einem	Chemotherapeutikum	oder	nur	einem	VEGF-Antikörper	wurde	
in	 verschiedenen	 Studien	 mit	 Zytostatika	 festgestellt,	 dass	 bei	
Kombinationstherapien	 mit	 VEGF-Hemmern	 die	 Tumormasse	 verkleinert	 wurde	
(GERBER	 &	 FERRARA	 2005).	 In	 einer	 Untersuchung	 des	 murinen	 VEGF-Inhibitors	
A.4.6.1	 und	 des	 Zytostatikums	 Doxorubicin	 wurden	 Nacktmäusen	 Xenograften	 der	
Brustkrebszelllinien	 MCF-7,	 ZR-75	 und	 SK-BR-3	 implantiert.	 Es	 konnte	 festgestellt	






Ovarialtumors	 (OVCAR3)	 in	Nacktmäusen	hatte.	Die	VEGF-Neutralisation	 verstärkte	
jedoch	die	zellapoptotische	Wirkung	von	Paclitaxel	(HU	et	al.	2010).	SWEENEY	et	al.	
konnten	 in	 vitro	 und	 in	 vivo	 zeigen,	 dass	 VEGF	 Endothelzellen	 vor	 ihrer	 Apoptose	
schützte.	 Mit	 VEGF-versetzte	 HUVE-Zellen	 benötigten	 in	 vitro	 eine	 höhere	
Konzentration	 des	 Angiogeneseinhibitors	 Docetaxel,	 als	 die	 unstimulierte	
Kontrollgruppe.	 Docetaxel	 und	 rhuMAb-VEGF	 einzeln	 verabreicht	 hatten	 bei	 VEGF-
transfizierten	 Mäusen	 mit	 Brustkrebszellen	 (MCF-7)	 nahezu	 keinen	 Effekt	 auf	 die	
Angiogeneseinhibition,	 aufgrund	 der	 VEGF-Expression	 von	 Tumorzellen.	 Die	
Kombinationstherapie	 beider	 Substanzen	 bewirkte	 jedoch	 einen	 synergistischen	
Effekt	 (SWEENEY	et	 al.	 2001).	 Es	 konnte	bewiesen	werden,	dass	Bevacizumab	eine	
erhöhte	 Aufnahme	 des	 Zytostatikums	 Melphalan	 in	 zwei	 unterschiedlichen	
Melanomlinien	 (DM738	 und	 DM443)	 in	 Ratten	 bewirkte,	 nachdem	 der	 VEGF-
Inhibitor	 drei	 Tage	 präoperativ	 systemisch	 appliziert	 wurde.	 Hierbei	 konnte	 eine	
geringere	Gefäßpermeabilität	sowie	ein	verminderter	interstitieller	Druck		gemessen	
werden	 (TURLEY	 et	 al.	 2012).	 Angelehnt	 an	 der	 erstmals	 2004	 beschriebenen	
Trimodaltherapie	mit	Bevacizumab	als	Zusatz	zur	neoadjuvanten	Chemotherapie	(5-
Fluorouracil)	 und	 ionisierender	 Bestrahlung,	 behandelte	 die	 Arbeitsgruppe	 von	
WILLETT	 et	 al.	 32	 Patienten	 mit	 Rektumkarzinom.	 Alle	 Teilnehmer	 wiesen	 ein	
Tumorstadium	T3	oder	T4	auf.	Nach	Ende	der	Behandlung	und	einer	Erholungsphase	
(7–8	 Wochen)	 wurden	 die	 Karzinome	 radikal	 reseziert.	 Nach	 einer	 zweiten	
Regenerationszeit	wurde	bei	allen	Patienten	eine	weitere	Chemotherapie	eingeleitet.	
Bei	 50	%	 der	 Fälle	 konnte	 durch	 die	 Tripletherapie	 eine	 Verringerung	 der	
Tumorstadien	diagnostiziert	werden	und	die	mittlere	Tumorgröße	verkleinerte	 sich	
um	 die	 Hälfte	 (WILLETT	 et	 al.	 2004;	 WILLETT	 et	 al.	 2009).	 GASPARINI	 et	al.	
behandelten	 43	 Patienten	 mit	 Rektumkarzinom	 mit	 einer	 Trimodaltherapie	 aus	
Bevacizumab,	 dem	 Zytostatikum	 Capecitabine	 und	 ionisierender	






seit	 Jahrzehnten	 ex	 vivo	 ungelöste	 Problem	einer	 adäquaten	Gefäßversorgung	 von	
künstlich	 erzeugtem	Gewebe	 und	 stellt	 eine	 klinische	 Alternative	 insbesondere	 für	
Patienten	 mit	 komplexen	 Wunden	 und	 limitiertem	 Spendergewebe	 dar.	 Eine	
intrinsische	 Vaskularisation	 ermöglicht	 die	 Transplantation	 größerer	






ausreichende	 Blutversorgung	 größerer	 Implantate	 mittels	 intrinsischer	
Vaskularisation	zu	gewährleisten	um	so	langfristige	lappenpflichtige	Defekte	decken	
zu	 können.	 EROL	 und	 SPIRA	 stellten	 fest,	 dass	 es	 bei	 der	 Bildung	 eines	
arteriovenösen	 Shunts	 zu	 einer	 spontanen	 Gefäßaussprossung	 kommt.	 Bei	 Ratten	
setzten	sie	autologe	Gefäßgrafts	(Vene,	Arterie	sowie	Vene	und	Arterie)	zwischen	A.	
und	V.	femoralis	und	bedeckten	den	Loop	mit	Haut.	Eine	Polyethylenschicht	trennte	




in	 einer	 vom	 Körper	 isolierten	 Kammer	 und	 erreichten	 vergleichbare	 Ergebnisse	
(TANAKA	et	al.	2000;	GABRIELS	&	PAUL	1998).		
MIAN	 et	al.	 entwickelten	 den	 AV	 Loop	 weiter,	 indem	 der	 Loop	 bei	 Ratten	 ohne	
Matrix	 in	 eine	 Isolationskammer	 eingebettet	 wurde.	 Eine	 Öffnung	 der	 Kammer	
gewähleistete	 den	 Ein-	 und	 Austritt	 der	 Loop-Gefäße.	 Es	 wurde	 eine	 signifikante	
Zunahme	der	Loop-Masse	nach	2	und	12	Wochen	gemessen.	Gleichzeitig	wurde	eine	
Korrelation	 zwischen	 der	 erhöhten	 Gefäßanzahl	 und	 der	 Implantationsdauer	
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beobachtet	 (POLYKANDRIOTIS	 et	 al.	 2008;	MIAN	 et	 al.	 2000;	 TANAKA	 et	 al.	 2000).	
KNESER	 et	al.	 implantierten	 PBCB	 (Processed	Bovine	Cancellous	 Bone)	 in	 die	 Loop-
Kammer	 von	 Ratten	 und	 konnten	 eine	 intrinsische	 Vaskularisation	 des	 Knochens	
feststellen	 (KNESER	 et	 al.	 2006).	 Angelehnt	 an	 KNESER	 et	al.	 sind	 verschiedene	
Matrizes	und	Kammermaterialien	erprobt	worden,	die	 für	dieses	Modell	einsetzbar	
sind.	 So	 untersuchten	 ARKUDAS	 et	al.	 die	 Auswirkung	 unterschiedlicher	
Fibrinkonzentrationen	 auf	 die	 Angiogenese	 im	 AV-Loop-Modell.	 Weder	 die	
Thrombin-	 noch	 die	 Aprotininkonzentrationen,	 sondern	 allein	 die	
Fibrinogenkonzentration	 war	 verantwortlich	 für	 die	 Dichte	 des	 Fibrinbettes.	
Zusätzlich	 konnte	 ein	 Zusammenhang	 zwischen	 der	 Fibrindegradation	 und	
Neovaskularisation	beobachtet	werden	(ARKUDAS	et	al.	2012).	Um	die	stimulierende	
Wirkung	von	VEGF	und	bFGF	im	AV-Loop	zu	untersuchen,	applizierten	Arkudas	et	al.	
unterschiedliche	 Konzentrationen	 von	 VEGF	 und	 bFGF	 in	 die	 Fibrinmatrix	 und	




Um	 unterschiedliche	 Neovaskularisationsmodelle	 untersuchen	 und	 vergleichen	 zu	
können,	 ist	 die	 Evaluierung	 der	 Neugefäßbildung	 entscheidend.	 Dazu	 ist	 es	
notwendig,	 ein	 objektives,	 vom	Benutzer	 unabhängiges	 Verfahren	 anzuwenden.	 Es	
gibt	 unterschiedliche	 Ansätze	 für	 die	 Angiogeneseanalyse.	 ARKUDAS	 et	al.	 (2009)	
verwendeten	 Raster,	 um	 die	 histologischen	 2-D-Schnitte	 von	 AV-Loop	 Konstrukten	
manuell,	histomorphometrisch	und	quantitativ	zu	analysieren.	Die	Präparate	wurden	
in	14	unterschiedliche	Sektoren	unterteilt	und	die	Gefäße	durch	 India	 Ink-Perfusion	
visualiert.	 In	 einer	 weiteren	 Studie	 von	 ARKUDAS	 et	al.	 wurde	 die	 manuelle	 2-D-








Für	die	Versuche	wurden	männliche	Lewis-Ratten	 (Charles	River	 Labor)	 verwendet,	
die	 in	 der	 Tierversuchseinrichtung	 (Franz-Penzoldt-Zentrum)	 der	 Universität	
Erlangen-Nürnberg	unter	standardisierten	Bedingungen	mit	einem	12-Stunden-Licht-
/Dunkel-Rhythmus	und	 freiem	Zugang	 zu	 einem	Alleinfuttermittel	 (Ssniff,	 Soest,	D)	
und	 Wasser	 gehalten	 wurden.	 Das	 Durchschnittsgewicht	 zum	 Zeitpunkt	 der	
Versuchsdurchführung	betrug	340	g.	Nach	Versuchsende	wurden	die	Tiere	 in	 tiefer	
Inhalationsnarkose	entweder	durch	intravenöse	Applikation	von	T61®	(Merck	Animal	
Health	 Cooperate,	 Summit,	 NJ,	 USA)	 oder	 durch	 Exsanguination	 getötet.	 Der	
Tierversuchsantrag	 (AZ	 54-2532.1-34/09)	 wurde	 nach	 den	 gültigen	 Regeln	 von	 der	





Zur	 Einbettung	 des	 arteriovenösen	 Loops	 wurde	 eine	 zylindrische	 Kammer	 aus	
hitzestabilem	Teflon	verwendet,	mit	einem	Innendurchmesser	von	10	mm	und	einer	
Höhe	 von	 6	mm	 (Institut	 für	Materialwissenschaften,	 Abteilung	 Glas	 und	 Keramik,	
Universität	 Erlangen-Nürnberg)	 (Abb.	4).	 Im	 Zentrum	 der	 Kammer	 wurden	 vier	
Kunststoffstifte	 in	 einem	 Viereck	 platziert,	 um	 eine	 Dislokation	 des	 Loops	 durch	
Bewegung	 des	 Tieres	 zu	 verhindern.	 Die	 Kammer	 wurde	 jeweils	 mit	 ca.	 2	ml	






Alle	 Operationen	 erfolgten	 unter	 Verwendung	 eines	 Operationsmikroskops	
(Vergrößerung	 ×	 16,	 OPMI®	 1FR,	 Carl	 Zeiss,	 Oberkochen,	 D)	 und	 wurden	 von	
derselben	Chirurgin	(JMC)	durchgeführt.	Präoperativ	wurde	der	Gesundheitszustand	
der	Ratte	mittels	klinischen	Untersuchungsgangs	 (Allgemeinverhalten	und	-zustand,	
innere	 Körpertemperatur,	 Puls)	 erfasst	 und	 die	 Vitalparameter	 während	 der	
gesamten	 Narkosedauer	 mittels	 Pulsoxymetrie	 unter	 Erfassung	 der	 Herz-	 und	
Atemfrequenz	überwacht.	Die	Anästhesie	wurde	in	einer	Narkosebox	mit	5	L/min	O2	
und	 5	%	 Isofluran®	 (Baxter,	 Deerfield,	 IL,	 USA)	 eingeleitet.	 Nach	 Erreichung	 des	
Toleranzstadiums	wurde	 die	 Anästhesiemaske	 angelegt	 und	 die	 Narkose	mit	 einer	
Erhaltungsdosis	 von	 1,5	%	 Isofluran®	 (Baxter,	 Deerfield,	 IL,	 USA)	 und	 0,8	L/min	 O2	
fortgeführt.	 Während	 der	 Operation	 wurde	 die	 Ratte	 auf	 einer	 Wärmeplatte	 mit	
38,0	°C	 platziert.	 Um	 die	 Kornea	 vor	 Austrocknung	 zu	 schützen,	 wurde	 eine	
Augensalbe	 (Bepanthen	 Augensalbe,	 Bayer	 Vital	 GmbH,	 Leverkusen,	 D)	 appliziert.	
Über	 einen	 Venenverweilkatheter	 (24	 Gauge)	 in	 der	 Schwanzvene	 wurde	 die	
intravenöse	 Applikation	 von	 Heparin	 (40	 IE	 Heparin-Natrium	 25000	 ratiopharm®,	
Ratiopharm	GmbH,	Ulm,	D),	 Tramadol	 (6	mg/kg	 i.	v.;	 Tramal®;	Grünenthal,	Aachen,	
D)	 und	 je	 nach	 Gruppe	 Bevacizumab	 (45	mg/kg	 KG	 (mit	 einer	 Konzentration	 von	
7	mg/ml	 über	 60	min)	 Avastin®,	 Roche	 Pharma	 AG,	 Basel,	 CH)	 gewährleistet.	
Benzylpenicillin-Streptomycin	(0,6	ml/kg,	Veracin®-compositum,	Albrecht,	Eulendorf,	
D)	 wurde	 als	 präoperative	 Infektionsprophylaxe	 intramuskulär	 verabreicht.	 Nach	
intravenöser	 Prämedikation	 wurden	 die	 mediale	 sowie	 die	 laterale	 Seite	 der	
Hintergliedmaße	 geschoren.	 Beide	 Beine	wurden	 in	 gestreckter	Haltung	 fixiert,	 die	




koaguliert	 und	 die	 Gefäße	 an	 den	 geplanten	 Absetzungsstellen	 von	 der	 Adventitia	
befreit.	 Um	 einen	 Vasospasmus	 zu	 verhindern,	 wurde	 eine	 10	%	
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Paveronhydrochloridlösung	 (Linden	 Arzneimittel	 Vertrieb	 GmbH,	 Heuchelheim,	 D)	
einmalig	 ein	 Tropfen	 auf	 die	 Gefäße	 appliziert.	 Danach	 erfolgte	 die	 Freilegung	 der	
kontralateralen	V.	 femoralis	 in	 gleicher	Weise,	 die	 in	 dem	 vorliegenden	Modell	 als	
venöser	 Graft	 dient.	 Das	 Gefäß	wurde	 anschließend	 distal	 und	 proximal	 abgesetzt	
und	 mit	 Heparinlösung	 (10.000	IE/L	 NaCl,	 Heparin-Natrium	 25000	 ratiopharm®,	
Ratiopharm	 GmbH,	 Ulm,	 D)	 gespült.	 Nach	 Koagulieren	 der	 linken	 V.	 femoralis	 auf	
Höhe	 der	 Kniebeuge	 und	 Stauen	 des	 Gefäßes	 mit	 einer	 Acland®-Klemme	 (S&T,	
Neuhausen,	CH)	im	Leistenbereich,	wurde	das	Gefäß	ebenfalls	distal	abgetrennt	und	
gespült.	Das	proximale	 Ende	des	 Interponats	wurde	mit	 der	Vene	des	 linken	Beins	
mit	 einem	 11-0	 Polyamidfaden	 (Ethicon,	 Somerville,	 NJ,	 USA)	 mit	 ca.	 10	
Einzelknopfnähten	 verbunden.	 Nach	 Fertigstellung	 wurde	 die	 Arterie	 proximal	
gestaut,	distal	koaguliert,	abgetrennt,	gespült	und	auf	die	gleiche	Art	und	Weise	mit	
dem	 Graft	 verbunden.	 Nach	 der	 Operation	 wurden	 die	 Klemmen	 vorsichtig	








Der	 Loop	 wurde	 anschließend	 in	 die	 Kammer	 überführt,	 die	 zur	 Hälfte	 mit	 einer	
Fibrinmatrix	 gefüllt	 war.	 Die	 Kammer	 wurde	 mit	 einem	 6-0	 Polypropylenfaden	
(Ethicon,	 Somerville,	 NJ,	 USA)	 an	 zwei	 Stellen	 am	 Muskel	 befestigt.	 Abschließend	
wurde	eine	 zweite	 Schicht	 der	 Fibrinmatrix	 in	 die	 Kammer	 gegeben,	 das	 Konstrukt	
mit	einem	Deckel	verschlossen	und	fixiert	(Abb.	X).	Die	Wundhöhle	wurde	mit	einer	
Subkutannaht	 (4-0	 Polyglactinfaden,	 Ethicon,	 Somerville,	 NJ,	 USA)	 und	 einer	
Hautnaht	 (3-0	 Polyglactinfaden,	 Ethicon,	 Somerville,	NJ,	USA)	 verschlossen	und	die	
Wunde	mit	Aluminium-Spray	(cp-Pharma,	Burgdorf,	D)	versorgt.	Die	Ratten	wurden	
während	der	gesamten	Aufwachphase	beobachtet	und	die	innere	Körpertemperatur	
mit	 einer	 Wärmelampe	 reguliert.	 Postoperativ	 erhielten	 die	 Tiere	 40	 IE	 Heparin	




Thromboseprophylaxe	 und	 zur	 Analgesie	 5	ml	 Tramadol	 (Tramal®;	 Grünenthal,	
Aachen,	D)	pro	500	ml	H2O	per	os	für	7	darauffolgende	Tage.	Das	venöse	Interponat	





Abb.	4:	 Darstellung	 der	 schrittweisen	 Erzeugung	 des	 AV-Loop-Konstrukts.	
Anastomosierung	 von	 A.	 femoralis,	 dem	 venösen	 Interponat	 und	 V.	 femoralis	 (A).	
Der	 AV-Loop	 wurde	 in	 eine	 mit	 Fibrin	 gefüllte	 Teflonkammer	 gebettet.	 Um	 ein	










freipräpariert.	 Der	 von	 Adventitia	 befreite	 venöse	 Graft	 wurde,	 wie	 oben	
beschrieben,	 explantiert	 und	 mit	 verdünnter	 Heparinlösung	 (10.000	IE/L	 NaCl,	
Heparin-Natrium	25000	ratiopharm®,	Ratiopharm	GmbH,	Ulm,	D)	gespült.	Er	wurde	
dann	 in	 eine	 mit	 isotoner	 NaCl-Lösung	 (Berlin-Chemie	 AG,	 Berlin,	 D)	 befeuchtete	
Kompresse	 platziert.	 Die	 Kompresse	 wurde	 anschließend	 in	 ein	 BD	 Falcon™	 Tube	
(50	ml,	 Becton	 Dickinson	 GmbH,	 Franklin	 Lakes,	 NJ,	 USA)	 überführt	 und	 innerhalb	
von	5	min	in	die	Bestrahlungseinrichtung	(Strahlenbiologisches	Labor,	Strahlenklinik,	
Universitätsklinikum	 Erlangen)	 gebracht.	 Dort	 wurde	 die	 Vene	 unter	 einer	
Sterilisationsbank	 in	eine	Petrischale	gelegt,	abermals	mit	 isotonischer	NaCl-Lösung	
befeuchtet	und	mit	dem	Petrischalendeckel	bedeckt.	
Die	 Bestrahlung	 erfolgte	 in	 einer	 experimentellen	 Röntgenkammer	 mit	 120	kV	
Röntgenstrahlung	(Isovolt	Titan,	General	Electrics,	Ahrensburg,	D).	Dabei	wurden	 in	











Das	 Tier	wurde	unter	 Inhalationsnarkose	 (s.	o.)	 in	 Rückenlage	 positioniert.	Das	 Fell	






caudalis	 und	 die	 Aorta	 abdominalis	 darzustellen	 und	 im	 weiteren	 Verlauf	
freizupräparieren.	Proximal	an	der	Aorta	abdominals	und	distal	an	Aorta	abdominalis	
und	 V.	 cava	 caudalis	wurde	 jeweils	 ein	 chirurgischer	 Knoten	 (3-0	 Polyglactinfaden,	
Ethicon,	 Somerville,	 NJ,	 USA)	 vorgelegt,	 um	 später	 eine	 Ligatur	 zu	 ermöglichen.	
Proximal	 des	 Knotens	 wurde	 ein	 Venenverweilkatheter	 (24	 Gauge)	 in	 die	 Aorta	
abdominalis	eingeführt	und	dieser	mit	dem	vorgelegten	Knoten	fixiert.		
Die	V.	 cava	abdominalis	wurde	 inzidiert,	um	ein	Abfließen	der	Perfusionsflüssigkeit	




10	ml	 India	 Ink	 (Lefranc	&	Bourgeois	Nan	King,	 Le	Mans,	F)	mit	1,5	g	Gelatine	 (Carl	
Roth	 GmbH	 +	 Co.	 KG,	 Karlsruhe,	 D)	 und	 1,2	g	Mannit	 (Carl	 Roth	 GmbH	 +	 Co.	 KG,	
Karlsruhe,	 D),	 aufgelöst	 in	 10	ml	 NaCl-Lösung,	 vermischt	 und	 langsam	 in	 das	 Tier	
infundiert.	Nach	 Infusion	des	 Farbstoffes	wurden	die	 beiden	 vorgelegten	 Ligaturen	




Karlsruhe,	 D)	 fixiert.	 Nach	 diesem	 Schritt	 wurde	 das	 Konstrukt	 aus	 der	 Kammer	
entfernt	und	ein	gerader	Schnitt	entlang	der	äußeren	zwei	Kunststoffstifte	vollzogen,	





















MV-122	 (Flow	 Tech,	 MA,	 USA)	 in	 gleicher	 Weise	 wie	 unter	 2.3.1	 beschrieben	
perfundiert.	 Es	 wurden	 dabei	 20	ml	 Microfil®	 MV-122	 (Flow	 Tech,	 MA,	 USA)	 und	
0,5	ml	 des	 dazugehörigen	 Härtungsmittels	 (Flow	 Tech,	 MA,	 USA)	 langsam	
perfundiert.	Um	das	Reagenz	aushärten	zu	 lassen,	wurde	das	Tier	 für	24	h	bei	4	°C	
gelagert.	 Dann	wurde	 das	 Präparat	 explantiert,	 in	 eine	 4%ige	 Formalinlösung	 (Carl	
Roth	 GmbH	 +	 Co.	 KG,	 Karlsruhe,	 D)	 überführt	 und	 für	 24	h	 bei	 4	°C	 fixiert.	
Anschließend	wurde	die	Probe	in	PBS-Lösung	(phosphate	buffered	saline,	Biochrom	
AG,	 Berlin,	 D)	 überführt	 und	 in	 Kooperation	 mit	 Dr.	Karolczak	 (Institut	 für	
Medizinische	 Physik,	 Universität	 Erlangen-Nürnberg)	 mit	 einem	 Mikro-CT-Scanner	
(ForBild,	 High	 Resolution	 Micro-CT,	 Erlangen,	 Germany)	 abgelichtet.	 Abschließend	








in	 eine	 Einbettwanne	 platziert	 und	 mit	 Paraffin	 (Sasol	 Wax	 GmbH,	 Hamburg,	 D)	
eingebettet.	 Zur	 Weiterverarbeitung	 der	 Probe	 wurde	 die	 davor	 verwendete	
Rotilabo®-Einbettkassette	 (Carl	 Roth	 GmbH	 +	 Co.	 KG,	 Karlsruhe,	 D)	 auf	 das	 noch	
flüssige	Paraffin	gelegt,	um	den	ausgehärteten	Block	an	der	Schneidevorrichtung	des	
Microtoms	 (Microm	 International	 GmbH,	Walldorf,	 D)	 einrasten	 und	 schneiden	 zu	
können.	Um	in	der	Auswertung	den	Ein-	(arterielle	Seite)	und	Ausgang	(venöse	Seite)	
der	 Hauptgefäßachse	 (Loop)	 zu	 finden,	 wurde	 das	 Präparat	 immer	 in	 gleicher	
Orientierung	in	die	Kassette	gelegt.		
Es	 wurden	 sieben	 verschiedene	 Ebenen	 in	 einem	 Abstand	 von	 je	 150	µm	
angeschnitten.	Die	so	entstandenen	Schichten	lagen	damit	0,	150,	300,	450,	600,	750	











Die	 Schnitte	 wurden	 im	 Wasserbad	 bei	 48	°C	 gestreckt,	 auf	 beschichtete	
Objektträger	(Starfrost®,	Waldemar	Knittel	Glasbearbeitung	GmbH,	Braunschweig,	D)	














































Anschließend	 wurden	 sie	 mit	 einer	 Tris-Pufferlösung	 (Tris/hydroxylmethyl)-
aminomethane,	 Merck	 KGaA,	 Darmstadt,	 D)	 für	 2	min	 gespült	 und	 in	 einem	
Dampfkochtopf	mit	einer	Citrat-Pufferlösung	(pH	6,0;	Merck	KGaA,	Darmstadt,	D)	für	
1	min	 gekocht.	 Zum	 Inhibieren	 der	 endogenen	 Peroxidase	 (DAKO	 K0679,	 Glostrup,	
DK)	wurden	die	 Schnitte	nach	einer	Abkühlungszeit	 von	20	min	 für	 10	min	mit	 3	%	





mit	 10	%	Normal	Goat	 Serum	 (DAKO	K0679;	Glostrup,	DK)	 für	 30	min	 versetzt	 und	
anschließend	 die	 überflüssige	 Lösung	 abgekippt.	 Die	 Präparate	 wurden	 mit	 dem	
biotinylierten	Antikörper	 (Isolektin	B4,	Sigma	L	2140,	Sigma	Aldrich®,	St.	 Louis,	MO,	
USA)	 mit	 einer	 Verdünnung	 von	 1:120	 über	 Nacht	 bei	 4	°C	 inkubiert.	 Am	
darauffolgenden	 Tag	 wurden	 sie	mit	 Tris-Puffer	 und	 Tween®20	 (1:1000,	 Carl	 Roth	
GmbH	 &	 Co.KG,	 Karlsruhe,	 D)	 gewaschen	 und	 zum	 Visualisieren	 des	 Antikörpers	
30	min	 mit	 Streptavidin	 HRP	 (horseradish	 peroxidase,	 DAKO	 K0679;	 Glostrup,	 DK)	
versetzt.	 Im	Anschluss	wurden	die	Schnitte	dreimal	 jeweils	für	5	min	mit	Tris-Puffer	
gespült,	 um	 sie	 im	 weiteren	 Verlauf	 für	 10	min	 in	 Diaminobenzidin	 mit	 20	µL	 des	












Von	 jedem	Präparat	wurden	Aufnahmen	von	 jeweils	einer	 Lektinfärbung	und	einer	
HE-Färbung	 angefertigt	 (Inverses	 Mikroskop	 IX81	 (Olympus,	 Tokio,	 J).	 Auf	 einem	
elektrischen	 Mikroskoptisch	 wurden	 die	 Bilder	 mit	 einer	 digitalen	 Kamera	 (SC30,	
Olympus,	Tokio,	J)	erfasst	und	mit	dem	Softwareprogramm	cellSens	Dimension	V1.5	
(Olympus,	 Tokio,	 J)	 automatisch	 bei	 einer	 10-fachen	 Vergrößerung	 und	 mit	 MIA	




Da	 die	 India	 Ink-Lösung	 während	 der	 Perfusion	 nicht	 immer	 alle	 neu	 gebildeten	
Gefäße	erreichte,	 erfolgte	 in	diesen	Fällen	–	abhängig	 von	der	Perfusionsqualität	–	
eine	 manuelle	 Nachbearbeitung	 der	 Aufnahmen	 mittels	 Adobe®	 Photoshop®	 (CS5	
Extended	 Version	 12.0.1.x64).	 Hierbei	 wurden	 die	 nicht	 perfundierten	 Gefäße,	 die	
nach	 der	 Lektinfärbung	 sehr	 einfach	 zu	 erkennen	 waren,	 schwarz	 markiert	 und	
konnten	 so	 durch	 das	 Auswertungsprogramm	 sicher	 detektiert	 werden.	 In	 dieser	
Studie	wurden	die	Lektin-gefärbten	Schnitte	zur	Auswertung	herangezogen.		
Histologische	 Schnitte	 enthalten	 im	 Allgemeinen	 für	 die	 automatische	
Segmentierung	nicht	 eindeutige	 Informationen.	Das	 Erstellen	 geeigneter	 Klassen	 in	
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den	 unterschiedlichen	 Farbräumen	 ermöglicht	 es	 aber	 trotzdem,	 Features	 zu	
erzeugen,	die	eine	eindeutige	Segmentierung	zulassen.		
Die	 automatische	 Gefäßsegmentierung	 basierte	 auf	 dem	 „Negativ-	 &	 Positiv-
Experten“-Modell	 (BAO	et	al.	 2009;	KALAL	&	MIKOLAJCZYK	2010;	POLYKANDRIOTIS	
et	 al.	 2006;	 KNESER	 et	 al.	 2006)	 und	 der	 (korrigierten)	 Nearest-Neighbour-
Klassifizierung/K-means-Clustering	 (ARKUDAS	 et	 al.	 2009;	 SEBER	 1984;	MACQUEEN	
1967;	HUNTER	1958;	HOFER	et	al.	2005).	Der	Algorithmus	wurde	 in	MATLAB	unter	
Verwendung	der	Image	Processing	Toolbox	und	der	Statistics	Toolbox	realisiert.	Die	
Gefäßflächen	 stellten	 die	 positiven	 und	 der	 Probenhintergrund	 (Fibrin	 etc.)	 die	
negativen	 Experten	 dar	 und	 wurden	 mittels	 Graphical	 User	 Interface	 (GUI)	
ausgewählt.	Für	jeden	Experten	wurden	der	Mittelwert	und	die	Standardabweichung	
der	 Signalstärke	 ermittelt.	 Anschließend	 wurde	 für	 die	 Signalstärke	 der	 einzelnen	
Pixel	 der	 Probenaufnahme	 der	 eindimensionale	 euklidische	 Abstand	 der	 mittleren	
Signalstärke	 zwischen	 Negativ-	 und	 Positiv-Experten	 evaluiert.	 Die	 Pixel	 sind	
entsprechend	 ihres	 minimalen	 euklidischen	 Abstands	 eingeteilt	 worden	 (Abb.	6	 C	





die	 Anzahl	 an	 Standardabweichungen	 erhöht,	 werden	 mehr	 Pixel	 als	 Gefäße	
eingestuft.	Um	Pixel-Artefakte	zu	minimieren,	wird	die	Fläche	aller	erkannten	Gefäße	








AV-Loop-Konstrukts.	 Die	 Gefäße	wurden	mit	 India	 Ink	 perfundiert	 und	 stellen	 sich	
schwarz	 dar.	 Da	 keine	 Färbung	 durchgeführt	 wurde,	 ist	 der	 Hintergrund	 in	 Grau-
Abstufungen	zu	erkennen.	Die	Aufnahme	wurde	mittels	Hellfeld-Mikroskopie	erstellt.	







Zur	 automatischen	 Identifikation	 von	 gefärbten	 Gefäßen	 in	 histologischen	 Lektin-
Schnitten	wurden	anhand	der	Mikroskopaufnahme	zunächst	die	negativen	Experten	
(Hintergrund	 des	 Präparats,	 Nuklei	 der	 HE-	 oder	 Lektinfärbung	 etc.)	 und	 positiven	
Experten	(Gefäße)	erstellt.	Anschließend	wurde	die	Aufnahme	vom	konventionellen	
RGB-Farbraum	 in	 den	 CIELAB-Farbraum	 transformiert	 (HOFER	 et	 al.	 2005;	HUNTER	
1958;	ARKUDAS	et	al.	2010;	KNESER	et	al.	2006;	LAMMERT	&	AXNICK	2012;	ARKUDAS	
et	 al.	 2013;	 DINGS	 et	 al.	 2007)	 .	 Im	 CIELAB-Farbraum	 wurde	 aus	 den	 vorher	
definierten	 Experten	 ein	 Modell	 erstellt,	 anhand	 dessen	 alle	 Pixel	 der	





















Auf	 dieser	 Binärmappe	wurden	 anschließend	 automatisch	 die	 beiden	Hauptgefäße	
bestimmt	 und	 danach	 jedes	 segmentierte	 Gefäß	 dem	 nächstliegenden	Hauptgefäß	
zugeordnet.	Während	 dieser	 Zuordnung	wurden	 die	 Gefäße	 vom	 Bildraum	 in	 eine	
geometrische	2-D-Darstellung	mittels	Mittelpunkt	und	zugehöriger	Fläche	und	Radius	
transformiert.	 Diese	 Transformation	 war	 Voraussetzung	 für	 die	 Berechnung	
folgender	Statistiken:	
• Basis-Statistiken:	Anzahl	und	Fläche	der	Gefäße	für	das	komplette	Sample,	für	
Input	 (=	 Eingang	 Hauptgefäß	 in	 Kammer),	 Peripherie-Input,	 Zentrum-Input,	 und	
Output	(=	Ausgang	Hauptgefäß	in	Kammer),	Zentrum-Output	und	Peripherie-Output.	
• Kumulative	 Statistiken:	 Kumulative	 Fläche	 und	 Gefäßzahl	 für	 Input,	 Output	
und	das	komplette	Sample	abhängig	von	der	Entfernung	zum	Hauptgefäß.	
• Klassierte	 Statistiken:	 Histogramme	 für	 Fläche	 und	 Gefäßzahl	 für	 Input,	
Output	und	das	komplette	Sample	abhängig	von	der	Entfernung	zum	Hauptgefäß.	













Hier	 wurde	 das	 Präparat	 aus	 720	 Richtungen	 mit	 40	kV	 Röhrenspannung	
durchleuchtet	 und	 die	 Bilder	 aufgenommen.	 Die	 Gantry	 nahm	 864	 Schichten	 des	




In	 diesem	 Schritt	 wurde	 mittels	 eines	 mathematischen	 Verfahrens	 aus	 den	 864	
Projektionen	 ein	 Stapel	 von	 2-D	 Schichtbilder	 erstellt.	 Das	 Konstrukt	 bestand	 aus	
einem	Stapel	von	600	Bildern,	die	600	×	800	Punkte	(Voxel)	hatten,	wobei	ein	Voxel	
15	×	15	×	15	µm	groß	war.	
Ein	 Scan	 bestand	 aus	 720	 Projektionen	 (1536	 ×	 864	 Pixel)	 mit	 15	µm	 Punktgröße	




Die	 Mikro-CT-Bilder	 wurden	 in	 Kooperation	 mit	 PD	 Dr.	Andreas	 Hess	 (Institut	 für	





mittels	 Mittelachse	 und	 zugehörigem	 Radius	 umgewandelt.	 Diese	 Transformation	
war	 Voraussetzung	 für	 eine	 genaue	 Quantifizierung	 der	 Gefäßbaumäste	 und	









gleichzeitig	 dem	 Hauptversuch	 wurde	 mittels	 einer	 Power	 Analyse	 ermittelt,	
angelehnt	 an	 ARKUDAS	 et	 al.	 (2007).	 Es	 wurde	 ein	 einfaktorieles	 ANOVA	 Modell	
angewandt.	 Es	 wurden	 8	 Tiere	 pro	 Versuchsgruppe	 berechnet,	 wobei	 für	 den	 1.	
Fehler	 (α)	=	 0,05,	 den	 2.	 Fehler	 (β)	 =	 0,2	 verwendet	 wurden	 und	 eine	 biologisch	




Alle	 Graphen	 stellen	 den	 arithmetischen	 Mittelwert	 von	 absoluten	 und	
normalisierten	 Werten	±	Standardfehler	 der	 Mittelwerte	 (SEM)	 dar.	 Die	 Gruppen	
wurden	 mit	 t-Test	 für	 ungepaarte	 Stichproben	 verglichen.	 Das	 Signifikanzniveau	











































































































Alle	 Tiere	 überstanden	 die	 Operation	 gut	 und	 waren	 im	 postoperativen	 Verlauf	
unauffällig.	Die	Tiere	waren	am	selben	Tag	der	Operation	lahmheitsfrei.	Während	des	
gesamten	 Versuchszeitraums	 waren	 keine	 Anzeichen	 von	 Nahtdehiszenz	 oder	
Infektion	zu	erkennen.	Bei	sechs	Tieren	wurde	eine	subkutane	Umfangsvermehrung	















seröser	 Flüssigkeit	 beobachtet	 sowie	 die	 Bildung	 einer	 fibrösen	 Kapsel	 um	 das	
Konstrukt.	Ein	AV-Loop	der	Bestrahlungsgruppe	thrombosierte	am	Entnahmetag	und	
wurde	 nicht	 in	 die	 Datenanalyse	 inkludiert.	 Bei	 den	 Explantationen	 hatte	 die	
Kammermatrix	 eine	 homogene	 Konsistenz	 mit	 milchiger	 Farbe.	 Es	 war	 keine	
Formveränderung	 feststellbar,	was	eine	Fibrinolyse	und	Degradation	des	Fibrinclots	
ausschließen	 ließ.	 Die	 erfolgreiche	 Perfusion	 des	 gesamten	 Loops	 konnte	 als	








Nach	 einer	 Implantationszeit	 von	 15	Tagen	 wurde	 das	 Konstrukt	 explantiert	 und	
histologisch	 aufgearbeitet.	Mittels	 des	 neu	 entwickelten	 Analyseprogramms	 wurde	











die	 Verteilung	 der	 Neugefäßbildung	 in	 der	 Umgebung	 des	 	 Ein-	 und	 Ausgangs	 des	
Hauptgefäßes	 gezeigt.	 Die	 Gefäßanzahl	 des	 AV-Loops	 betrug	 776	±	123.	 Bei	 der	






Auch	 bei	 der	 Ermittlung	 der	 Gefäßfläche	 konnte	 kein	 signifikanter	 (p	=	0,23)	
Unterschied	zwischen	dem	Ein-	und	Ausgang	der	Hauptachse	festgestellt	werden.	Die	





Abb.	9:	Mittlere	 Gefäßfläche	 der	 AV-Loop	 assoziierten	 Neovaskularisation.	 Nach	 15	
Tagen	 betrug	 die	 mittlere	 Gefäßfläche	 268	682	±	63	575	µm2.	 Es	 konnte	 kein	
signifikanter	 Unterschied	 (p	=	0,23)	 der	 Gefäßfläche	 am	 Ein-	 und	 Ausgang	 des	
venösen	Hauptgefäßes	festgestellt	werden.	
	
Bei	 der	 kumulativen	 Statistik	 wurden	 Radien	 in	 einem	 Abstand	 von	 100	µm	
voneinander	 um	die	 jeweiligen	Hauptachsen	 des	 Loops	 gelegt	 (Abb.	 10A).	 Dadurch	
wurde	 der	mittlere	 Abstand	 der	 neu	 gebildeten	Gefäße	 zum	Hauptgefäß	 ermittelt.	
Der	Hauptanteil	der	Angiogenese	 fand	 in	einem	Abstand	von	608	±	126	µm	von	der	
Hauptachse	entfernt	statt.		







Abb.	10:	 Kumulative	 Statistik	 und	 idealisierte	 Darstellung.	 Die	 Radien	 wurden	 in	





Nach	 einer	 Implantationszeit	 von	 5	Tagen	war	 ein	 beginnendes	Gefäßwachstum	 im	
AV-Loop-Modell	 zu	 erkennen.	 Die	 Neovaskularisation	 steigerte	 sich	 stetig	 mit	 der	
Implantationsdauer.	Die	Gefäßanzahl	war	nach	15	Tagen	 (n=3)	 signifikant	 (p	<	0,05)	
höher	als	nach	5	Tagen	 (n=2).	 Zwischen	Tag	10	 (n=3)	und	15	war	 kein	 signifikanter	
(p	>	0,5)	 Unterschied	 zu	 verzeichnen	 (Abb.	 11A).	 Die	 Gefäßfläche	 stieg	 zu	 jedem	











beobachtet.	 Es	 ist	 ein	 signifikanter	 (p	<	0,05)	 Anstieg	 der	 Gefäßfläche	 über	 den	










In	 der	 Umgebung	 der	 Hauptgefäße	 zeigte	 sich	 als	 inflammatorische	
Begleiterscheinung	 eine	 Einwanderung	 von	 Entzündungszellen	 wie	 neutrophile	
Granulozyten,	 Makrophagen,	 Lymphozyten	 und	 Fibrozyten.	 Zum	 Teil	 waren	 in	 die	
Matrix	 eingewanderte	 Erythrozyten	 sichtbar.	 Bei	 einer	 erfolgreichen	 Perfusion	
wurden	die	Gefäßlumina	 schwarz	 angefärbt	und	waren	anschließend	eindeutig	 von	
ihrer	 Umgebung	 differenzierbar.	 Durch	 die	 Lektinfärbung	 konnten	 nicht	 vollständig	
perfundierte	 Gefäße	 detektiert	 werden.	 So	 konnten	 auch	 AV-Loops	 in	 der	








Entzündungszellen	 (violet	 gefärbt,	 §)	 und	 Erythrozyten	 (rot	 gefärbt,	 #)	 sind	 zu	





Um	 die	 Angiogenese	 besser	 zu	 quantifizieren,	 wurde	 ein	 Algorithmus	 für	 eine	
benutzerunabhängige	Gefäßauswertung	etabliert.	Es	zeigte	sich	dabei,	dass	eine	sehr	

















den	 HE-Färbungen	 eine	 signifikant	 (p	<	0,05)	 höhere	 Gefäßanzahl	 gemessen.	 Die	







Abb.	14:	 Unterschied	 der	 Gefäßfläche	 bei	 zwei	 verschiedenen	 Färbemethoden.	 A	
zeigt	eine	signifikant	(p	<	0,05)	höhere	Gefäßanzahl	des	AV-Loop	im	Vergleich	zu	den	




Die	 Ergebnisse	 des	 neu	 entwickelten	 Auswertungsprogrammes	 wurden	 mit	 denen	
der	 Mikro-CT-Analyse	 verglichen.	 Bereits	 die	 makroskopische	 Betrachtung	 der	










Abb.	15:	 Konventionell	 histologische	 (A)	 versus	 die	 Mikro-CT-Darstellung	 (B)	











Abb.	16:	 Evaluation	 der	 Gefäßanzahl	 (A)	 und	 -fläche	 (B)	 mit	 2-D-Algorithmus	 und	
Mikro-CT-Analyse.	 A	 demonstriert	 eine	 signifikant	 (p	<	0,05)	 höhere	 Anzahl	 an	
Gefäßen	 bei	 der	Messung	mit	 dem	neu	 entwickelten	 2-D-Algorithmus	 im	Vergleich	
zur	 Mikro-CT-Analyse	 (#).	 Die	 Quantifizierung	 der	 Gefäßfläche	 war	 mit	 beiden	
Verfahren	nicht	signifikant	(ns)	verändert	(B).	
	
Mit	 dem	 neu	 etablierten	 Auswertungsprogramm	 konnten	 sowohl	mit	 HE-	 als	 auch	
mit	 Lektinfärbung	 gleiche	 Ergebnisse	 erzielt	 werden	 –	 vorausgesetzt,	 die	 Perfusion	










Nach	 Applikation	 des	 monoklonalen	 Antikörpers	 Bevacizumab	 wurde	 bei	 einer	
Implantationszeit	 von	15	Tagen	keine	 signifikante	Verringerung	der	Gefäßanzahl	 im	
Vergleich	 zur	 Kontrollgruppe	 festgestellt	 (p	=	0,09).	 Die	 neu	 gebildeten	 Gefäße	
bildeten	 sich	 um	 die	 Hauptachse,	 die	 in	 diesen	 Abbildungen	 im	 Querschnitt	
aufgenommen	 wurden.	 Die	 Abbildung	 des	 Präparats	 der	 Kontrollgruppe	 ließ	 ein	





ist	 eine	 deutliche	 Neugefäßbildung	 anhand	 der	 schwarz	 gefärbten	 Gefäße	 zu	
erkennen,	 die	 sich	 um	 die	 Hauptachse	 gebildet	 hat.	 B	 zeigt	 das	 verminderte	
Gefäßwachstum	in	der	mit	Bevacizumab	behandelten	Gruppe.	
	
In	 der	 Kontrollgruppe	 (n	=	6)	 konnte	 eine	 mittlere	 Gefäßanzahl	 von	 776	±	123	








Abb.	18:	Gefäßanzahl	 der	 Kontroll-	 und	 der	 Bevacizumab-Gruppe.	Nach	Applikation	
des	monoklonalen	Antikörpers	Bevacizumab	konnte	bei	einer	 Implantationszeit	 von	
15	Tagen	 eine	 nicht	 signifikant	 verringerte	 Gefäßanzahl	 im	 Vergleich	 zur	
Kontrollgruppe	gemessen	werden	(p	=	0,09).	
	
Die	 Gefäßfläche	 in	 der	 Bevacizumab-Gruppe	 (94	432	±	17	903	µm2)	 reduzierte	 sich	

















Abb.	20:	 Nach	 15	 Tagen	 wurde	 bei	 der	 Bevacizumab-behandelten	 Gruppe	 eine	



























Bei	 der	 makroskopischen	 Auswertung	 der	 Lektin-gefärbten	 Schnitte	 konnte	 eine	





zeigt	 eine	 deutliche	 Abnahme	 der	 Angiogenese	 nach	 15	 Tagen	 in	 der	
Bestrahlungsgruppe	im	Vergleich	zur	Kontrollgruppe	(A).		
	
Nach	 einer	 Bestrahlung	 des	 venösen	 Interponates	 von	 2	Gy	 für	 30	Sek.	 wurde	 der	
Graft	in	den	Loop	eingesetzt	und	für	15	Tage	im	Konstrukt	belassen.	Nach	dieser	Zeit	
wurde	 in	der	Bestrahlungsgruppe	 (n	=	7)	eine	 signifikante	 (p	=	0,006)	Verminderung	









Die	 Gefäßfläche	 der	 Bestrahlungsgruppe	 (43	137	±	10	225	µm2)	 war	 ebenfalls	




Abb.	25:	 Gefäßfläche	 der	 Kontroll-	 versus	 Bestrahlungsgruppe.	 Es	 konnte	 eine	
signifikante	 (p	=	0,003)	 Verringerung	 der	 Gefäßfläche	 der	 Bestrahlungsgruppe	 im	
Vergleich	zur	Kontrollgruppe	festgestellt	werden.	
	
In	 der	 Kontrollgruppe	 (40	±	9	 Gefäße	 pro	 mm2)	 war	 im	 Gegensatz	 zur	





























Beide	 Behandlungsmethoden	 –	 intravenöse	 Applikation	 von	 Bevacizumab	 und	
Bestrahlungtherapie	–	wurden	zusammen	eingesetzt.	Es	wurde	beobachtet,	dass	die	
Kombinationsgruppe	 keine	 signifikante	 Verminderung	 des	 Gefäßwachstums	 im	

















Abb.	29:	 Bei	 der	 solitären	 Radio-	 und	 der	 Kombinationsbehandlung	 (ionisierender	







Abstand	 zum	 Hauptgefäß	 in	 einem	 Graph	 dargestellt.	 Die	 Steigung	 war	 direkt	
proportional	 zur	 Vermehrung	 der	 Gefäßanzahl	 im	 entsprechenden	 Radius.	 Das	
Niveauplateau	 stellte	 ein	 Abnehmen	 des	 Angiogeneseprozesses	 im	 jeweiligen	
Abstand	 zur	 Hauptachse	 dar	 (Abb.	30).	 Kleinere,	 unreifere	 Gefäße	 waren	 in	 einer	
weiteren	 Entfernung	 vom	Hauptgefäß	 lokalisiert	 als	 größere	 und	dementsprechend	
reifere	Gefäße.	Der	Kurvenverlauf	stellte	die	kumulative	Anzahl	der	Gefäße	über	die	
Distanz	zur	nächsten	Hauptachse	dar.	Der	Gradient	des	Graphen	war	ein	Maß	für	den	
Anstieg	 der	 Gefäßanzahl	 über	 wachsendem	 Hauptachsenabstand.	 Eine	 große	
Steigung	 bedeutete	 einen	 starken	 Anstieg	 der	 Gefäßzahl	 über	 die	 Distanz	 zum	




Abb.	30:	 Zusammenhang	 zwischen	 Gefäßanzahl	 und	 dem	 Abstand	 zur	 Hauptachse.	
Die	 Steigung	 demonstriert	 die	 zunehmende	 Anzahl	 an	 Gefäßen	 in	 Relation	 zum	



















Abb.	31:	 Die	 Gefäßanzahl	 veränderte	 sich	 in	 Abhängigkeit	 von	 der	 Distanz	 zur	
Hauptachse.	Anhand	der	aus	dem	Algorithmusprogramm	gewonnener	Daten	konnte	
die	Neoangiogeneseverteilung	um	das	Hauptgefäß	grafisch	verschaulicht	werden.	 In	
den	 behandelten	 Gruppen	 wurde	 die	 höchste	 Anzahl	 an	 Neugefäßen	 in	 einem	
Abstand	 von	 400	µm	 zum	 Hauptgefäß	 gemessen.	 Im	 Vergleich	 dazu	 war	 eine	
Rechtsverschiebung	 des	 Peaks	 der	 Neoangiogenese	 der	 Kontrollgruppe	 zu	
beobachten,	 bei	 der	 hier	 die	 höchste	 Gefäßanzahl	 in	 einem	 Abstand	 von	 600	 bis	
800	µm	gezählt	wurde.	
	
Anhand	 der	 histologischen	 Schnitte	 sowie	 die	 Mikro-CT-Aufnahmen	 war	
makroskopisch	 bereits	 ersichtlich,	 dass	 kein	 deutlicher	 Unterschied	 bezüglich	 der	
Neugefäßbildung	 zu	 erkennen	war.	 Damit	 konnte	 ausgeschlossen	werden,	 dass	 die	







Abb.	32:	 Histologische	 HE-gefärbte	 Schnitte	 der	 Bevacizumab-	 (A)	 und	




Abb.	33:	 Mikro-CT-Aufnahmen	 der	 Bevacizumab	 (A)	 und	 Kombinationsgruppe	








kurzfristig	 und	 bedarfsgerecht	 eine	 adäquate	 Durchblutung	 und	 Sauerstoffzufuhr	
vom	 Gewebe	 zu	 gewährleisten.	 Langfristig	 können	 im	 adulten	 Organismus	 kritisch	
durchblutete	 Gewebe	 wie	 Wunden	 oder	 thrombembolisch	 kompromittierte	
Regionen	 in	 unterschiedlichem	 Maße	 ihre	 Sauerstoffzufuhr	 durch	 eine	
Neuaussprossung	 und	 Differenzierung	 von	 Gefäßen	 verbessern.	 Die	 zugrunde	
liegenden	 Mechanismen	 sind	 hierbei	 vielschichtig	 und	 komplex.	 Neben	 der	
Wundheilung	 werden	 vergleichbare	 Angiogeneseprozesse	 nur	 während	 der	
Embryonalentwicklung	 und	 beim	 Tumorwachstum	 beschrieben.	 Bei	 Letzterem	 geht	
man	 davon	 aus,	 dass	 ein	 progressives	 Wachstum	 nur	 durch	 eine	 mehrstufige	
Deregulation	der	Angiogenese-inhibierenden	Prozesse	möglich	ist,	dem	sogenannten	
Angiogenic	Switch.		





der	 Loop	 zu	 unterschiedlichen	 Zeitpunkten	 explantiert	 und	 ausgewertet.	 Ohne	
zusätzliche	 Gabe	 pro-angiogener	 Substanzen	 konnten	 wir	 nach	 10	 Tagen	 eine	
Neuaussprossung	 von	 funktionell	 perfundierten	 Gefäßen	 ausgehend	 von	 der	
Hauptgefäßachse	 beobachten.	 Zwischen	 Tag	 10	 und	 15	 konnte	 eine	 signifikant	
vermehrte	 Gefäßfläche,	 jedoch	 keine	 signifikant	 erhöhte	 Gefäßanzahl	 gemessen	
werden.	 Dies	 ließ	 eine	 potenzielle	 Differenzierungsphase	 der	 Neoangiogenese	 in	
diesem	Zeitraum	erwarten.	Nach	Applikation	eines	monoklonalen	VEGF-Antikörpers	
wurde	die	spontane	Gefäßaussprossung	des	AV-Loop-Modells	eindeutig	vermindert.	
Somit	 konnte	 angenommen	 werden,	 dass	 VEGF	 zumindest	 teilweise	 an	 der	
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Neugefäßbildung	 beteiligt	 war.	 Der	 VEGF-Inhibitor	 hatte	 weniger	 Effekt	 auf	 die	
Anzahl	 der	 Gefäßaussprossung	 als	mehr	 auf	 die	 Gefäßfläche,	was	 zu	 der	 Annahme	
führen	 ließ,	 dass	 VEGF	 in	 diesem	 Modell	 auch	 entscheidend	 für	 die	
Gefäßdifferenzierung	sein	könnte.	Des	Weiteren	hatte	eine	Bestrahlung	des	venösen	
Grafts	 mit	 2	Gy	 ionisierender	 Strahlen	 einen	 inhibierenden	 Effekt	 auf	 die	
Neoangiogenese	 des	 AV-Loop-Modells.	 Hier	 konnte	 trotz	 der	 unfraktionierten	
Applikation	 und	 der	 anschließenden	 Mikroanastomosierung	 immer	 noch	 eine	
adäquate	 Restangiogenese	 beobachtet	 werden.	 Ein	 synergistische	 Effekt	 beider	
Inhibitionsmethoden	 (Bevacizumab	 und	 ionisierender	 Bestrahlung)	 zusammen	
konnte	 in	dieser	 Studie	nicht	 verifiziert	werden.	 Ferner	 konnte	 festgestellt	werden,	
dass	 der	 entwickelte	 2-D-Auswertungsalgorithmus	 der	 Mikro-CT-Evaluierung	




Die	 Tiere	 waren	 kostengünstig	 in	 Anschaffung	 und	 Haltung.	 Um	 signifikante	 und	
aussagekräftige	 Ergebnisse	 zu	 erzielen	 war	 es	 dadurch	 einfach,	 eine	 ausreichend	
große	 Anzahl	 an	 Tieren	 pro	 Versuchsgruppe	 heranzuziehen.	 EROL	 und	 SPIRA	
etablierten	 erstmals	 den	 AV-Loop,	 der	 später	 weiter	 zu	 dem	 in	 dieser	 Studie	
angewandten	 Modell	 modifiziert	 wurde	 (EROL	 &SPIRA	 1979).	 Eine	 operativ	
einfachere	Version	stellt	das	Gefäßbündel	dar,	bei	dem	die	Femoralarterie	und	–vene	
gemeinsam	 freipräpariert	 und	 in	 das	 Konstrukt	 gelegt	 wurden.	 Aufgrund	 der	
besseren	Vaskularisierung	des	Konstruktes	ist	der	AV-Loop	jedoch	dem	Gefäßbündel	
vorgezogen	 worden	 (TANAKA	 et	 al.	 2003).	 Die	 im	 AV-Loop	 spontane	 Angiogenese	
kann	 durch	 unterschiedliche	 Faktoren	 erklärt	 werden,	 die	 aber	 keinen	 alleinigen	
Einfluss	auf	das	Gefäßwachstum	besitzen.	Zum	einen	stimuliert	und	unterstützt	eine	
korrekt	 konzentrierte	 Fibrinmatrix,	 in	 der	 der	 AV-Loop	 eingebettet	 wurde,	 das	
spontane	Wachstum	der	Gefäße	 (ARKUDAS	et	al.	 2009).	Unter	anderem	verursacht	




Eine	 erhöhte	 Flussrate	 und	 Scherspannung,	 die	 durch	 die	 Shunt-Implantation	
resultierte,	 könnte	 ebenso	 Einfluss	 auf	 eine	 erhöhte	 Neovaskularisation	 haben	
(SCHMIDT	 et	 al.	 2015).	 Die	 in	 dieser	 Studie	 hergestellten	 Mikro-CT-Abbildungen	
lassen	ein	Gefäßwachstum	ausgehend	vom	Hauptgefäß	erkennen.	Obwohl	 in	dieser	
Studie	keine	Aufnahmen	mit	dem	Rasterelektronenmikroskop	gemacht	wurden,	kann	
man	 von	 einer	 aussprossenden	 Angiogenese	 ausgehen,	 wie	 die	 Arbeitsgruppe	 von	
POLYKANDRIOTIS	 et	 al.	 beweisen	 konnte.	 Das	 sogenannte	 Sprouting	 findet	 bei	 der	
Wundheilung	 und	 anderen	 langsamen	 Prozessen	 statt,	 die	 eine	 Zellproliferation	
voraussetzen	 (POLYKANDRIOTIS	 et	 al.	 2006).	 LOKMIC	 et	 al.	 konnten	 ebenfalls	 eine	
Gefäßsprossung	 im	 AV-Loop	 nachweisen,	 jedoch	 nicht	 entspringend	 vom	 venösen	
Graft	 sondern	 vom	 arteriellen	 und	 venösen	 Anteil	 des	 Loops.	 Ihre	 Ergebnisse	
widersprechen	 denen	 der	 vorliegenden	 Studie,	 wo	 in	 der	 Tat	 Gefäßwachstum	
ausgehend	vom	Hauptgefäß	festgestellt	wurde	(LOKMIC	et	al.	2007).	
Um	 die	 angiogene	 Kinetik	 zu	 untersuchen	 und	 die	 Anwendbarkeit	 des	
computergestützten	 Analyseprogramms	 zu	 prüfen,	 wurden	 drei	 AV-Loop-Gruppen	
mit	 unterschiedlichen	 Explantationszeitpunkten	 von	 5,	 10	 und	 15	 Tagen	 einander	
gegenübergestellt.	 Die	 Gefäßanzahl	 und	 -fläche	 stieg	 über	 den	 gesamten	 Zeitraum	
signifikant	an,	wobei	zwischen	Tag	0	und	5	in	Gefäßfläche	und	ebenfalls	zwischen	Tag	
10	und	15	 in	der	Anzahl	 kein	 signifikanter	Unterschied	beobachtet	werden	 konnte.	
Dies	 ist	wahrscheinlich	durch	eine	 Stagnation	der	Neugefäßbildung	 zu	erklären,	 bei	
der	 nach	 10	 bis	 15	 Tagen	 nur	 mehr	 eine	 Vergrößerung	 der	 bereits	 existierenden	
Gefäße	 erfolgte	 und	 dies	 auf	 eine	 Reifungsphase	 nach	 Tag	 10	 hindeutete.	 Dieses	
Ergebnis	 stimmt	 mit	 anderen	 Studien	 überein,	 bei	 denen	 ebenfalls	 ein	
Wachstumsstillstand	 der	 AV-Loop-Angiogenese	 nach	 einer	 Implantationszeit	 von	 2	
und	4	Wochen	beobachtet	wurde.	In	diesem	Zeitraum	reiften	die	Gefäße	heran	und	
ihr	 Durchmesser	 vergrößerte	 sich	 dabei	 (ARKUDAS	 et	al.	 2009;	 REINKE	 &	 SORG	
2012;).	 Es	 kann	 davon	 ausgegangen	 werden,	 dass	 das	Wachstumsverhalten	 dieses	
Modells	 dem	eines	 geordneten	und	physiologischen	Prozesses	 entspricht	und	nicht	
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einem	 pathologischen	 Gefäßsystem,	 z.B.	 bei	 Tumoren,	 bei	 dem	 eine	 chaotische	
Vaskularisation	aus	einer	stetigen	VEGF-Expression	resultiert.	Physiologisch	wird	die	
Angiogenese	nach	ca.	14	Tagen	eingestellt,	sobald	durch	die	neu	gebildeten	Gefäße	
und	 die	 konsekutive	 Sauerstoffversorgung	 des	 Gewebes	 ein	 normoxisches	 Milieu	
entstanden	 ist	 (DVORAK	 2003).	 Die	 eben	 genannte	 Abflachung	 in	 der	
Neovaskularisationskurve	im	AV-Loop	wurde	bereits	mehrfach	bewiesen.	So	konnten	
HOFER	 et	 al.	 eine	 verringerte	 Hypoxie	 und	 gleichzeitig	 eine	 erhöhte	 Angiogenese	
nach	 14	 und	 28	 Tagen	 im	 Vergleich	 zu	 nach	 einer	 Implantationszeit	 von	 7	 Tagen	
beobachten.	 Der	 Unterschied	 der	 Gefäßneubildung	 zwischen	 Tag	 14	 und	 28	 war	
jedoch	 nicht	 signifikant	 (HOFER	 et	 al.	 2005).	 Diese	 Studie	 konnte	 die	 Arbeit	 von	
ARKUDAS	 et	 al.	 bestätigen.	 Sie	 haben	 ebenso	 eine	 starken	 Wachstumsanstieg	
zwischen	 Tag	 7	 und	 14	 nachweisen	 können	 und	 keinen	 signifikanten	 Anstieg	 der	
Gefäßanzahl	zwischen	Tag	14	und	28	(ARKUDAS	et	al.	2009).		
Um	die	Angiogenese	weiter	zu	untersuchen,	wurde	in	dieser	Arbeit	ein	




man	 eine	 einmalige	 intravenöse	 Applikation	 einer	 hohen	 Dosis	 des	 Antikörpers	
(45	mg/kg	KG)	der	präoperativ	verabreicht	wurde.	In	der	vorliegenden	Studie	führte	
die	Anwendung	des	VEGF-Hemmers	zu	einer	signifikant	niedrigeren	Gefäßfläche	und	
-dichte	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrollgruppe.	 Dieses	 Ergebnis	 bestätigten	 die	 Resultate	
von	 HOLLANDERS	 et	 al.	 und	 BOCK	 et	 al.,	 die	 ebenfalls	 eine	 Wachstumshemmung	
beobachten	 konnten.	 HOLLANDERS	 et	 al.	 erzeugten	 drei	 unterschiedliche	
Retinopathien	 bei	 Mäusen	 und	 untersuchten	 nach	 lokaler	 Applikation	 von	
Bevacizumab	 dessen	 Wirkung.	 	 Bei	 allen	 Modellen	 (Laser-induzierte	 choroidale	





Bindung	 von	 Bevacizumab	 an	 humanem	 und	murinem	 VEGF-A	 bestätigen.	 In	 vitro	
wurde	eine	geringere	Affinität	von	Bevacizumab	zum	murinen	VEGF-A	festgestellt	als	
zum	 humanen	 VEGF-A.	 Nach	 Herstellung	 eines	 Naht-induzierten	
Korneaneovaskularisationsmodells	 wurde	 in	 der	 in	 vivo	 Studie	 bei	 Mäusen	 die	
Neugefäßbildung	 signifikant	 verringert.	 Die	 Applikationsweise	 (systematisch	 versus	
topisch)	 schien	 hierbei	 keinen	 Einfluss	 zu	 haben	 (BOCK	 et	 al.	 2007).	 	 Im	Gegensatz	
dazu	konnten	YU	et	al.	nach	Reproduktion	der	eben	genannten	Studie	von	BOCK	et	al.	
die	 Ergebnisse	 nicht	 bestätigen.	 Sie	 erklärten	 die	 Resultate	 durch	 geringgradige	
Unterschiede	 des	 Versuchsprotokolls	 wie	 die	 Charge-nummer,	 Lagerung	 und	
Anwendung	 der	 Proteine	 (YU	 et	 al.	 2008).	 Unterschiede	 zwischen	 den	 Ergebnissen	
der	Arbeitsgruppen	konnten	auch	auf	genetische	oder	altersbedingte	Eigenschaften	
der	 Versuchstiere	 zurückzuführen	 sein.	 Nach	 Implantation	 von	 bFGF-Pellets	 in	 das	
korneale	Stroma	von	C57BL/6J-	und	129/ReJ-	und	SJL/J-Mäusen	wurde	nach	5	Tagen	
eine	 signifikant	 höhere	 Anzahl	 an	 Gefäßsprossen	 beim	 SJL/J-Stamm	 als	 bei	 den	
Anderen	beobachtet	 (ROHAN	et	al.	2000).	Des	Weiteren	wurde	ein	Zusammenhang	
zwischen	 der	 Expression	 angiogener	Wachstumsfaktoren	 und	 dem	Alter	 des	 Tieres	
entdeckt.	 Bei	 Brown	 Norway	 und	 Sprague	 Dawley	 Ratten	 wurde	 eine	 retinale	




als	 Ursache	 den	 Wachstumsfaktor	 VEGF	 annehmen.	 Dies	 konnten	 andere	
Arbeitsgruppen	bereits	prüfen.	ARKUDAS	et	 al.	 konnten	einen	 signifikanten	Anstieg	
der	Gefäßdichte	bei	einer	arteriovenösen	Schleife	bei	Ratten	feststellen.	Nach	einer	
zwei-wöchigen	 Implantationszeit	 des	 AV-Loop-Konstruktes	 mit	 und	 ohne	 Zugabe	
angiogener	 Wachstumsfaktoren	 (VEGF	 und	 bFGF)	 wurde	 eine	 signifikant	 größere	
Gefäßdichte	in	der	Gruppe	mit	Wachstumsfaktoren	gemessen	(ARKUDAS	et	al.	2007).	
GONG	 et	 al.	 induzierten	 nach	 einer	 Gabe	 von	 Gonadotrophin-Releasing	 Hormon	




Gefäßdichte	 nachweisen	 (GONG	 et	 al.	 2015).	 VEGF-A	 kontrollierte	 zudem	 die	
Gefäßsprossung	 in	 der	 frühen	 postnatalen	 Retina	 bei	 Ratten.	 Eine	 veränderte	
Expression	des	Wachstumsfaktors	führte	in	der	Studie	von	GERHARDT	et	al.	zu	einer	
Hemmung	 der	 Filopodienausdehnung	 der	 Tipzellen,	 die	 für	 die	 Sprossung	
notwendigen	sind,	und	inhibierte	somit	die	periphere	Endothelverteilung	(GERHARDT	
et	al.	2003).		
In	 der	 Bestrahlungsgruppe	 entschied	 man	 sich	 für	 die	 direkte	 Bestrahlung	 des	
venösen	 Interponats,	 um	 strahlentoxische	 Nebenwirkungen	 vorzubeugen.	 Die	
Ergebnisse	 ergaben,	 dass	 die	 Gefäßanzahl,	 -fläche	 und	 -dichte	 der	
Bestrahlungsgruppe	signifikant	geringer	waren	als	bei	der	Kontrollgruppe.		
Es	 bestehen	 Widersprüche	 in	 der	 Literatur,	 welches	 Medium	 am	 Besten	 für	 die	
Erhaltung	eines	freipräparierten	Gefäßes	sei.	 In	der	vorliegenden	Studie	wurden	die	
venösen	 Grafts	 währends	 des	 Bestrahlungsprozesses	 in	 physiologischer	
Kochsalzlösung	gelagert.	Es	war	nur	bei	einem	Tier	eine	Thrombosierung	des	Loops	
feststellbar,	das	aus	der	statistischen	Auswertung	ausgeschlossen	wurde.	LAWRIE	et	
al.	 konnten	 bei	 in	 physiologischer	 Kochsalzlösung	 gebetteten	 venösen	Grafts	 einen	
signifikant	 niedrigeren	 EDRF	 (endothelium-dependent	 relaxation	 factor)-Wert	
feststellen,	der	ein	Maß	für	die	Zellvitalität	darstellt.	Dabei	wurden	inflammatorische	
Veränderungen,	 Zellinfiltrationen	 und	 Nekrosen	 in	 den	 Gefäßen	 beobachtet.	 Im	




glatte	 Muskulatur	 im	 Gegensatz	 zu	 Gefäßen	 eingebettet	 in	 Natriumchlorid	 oder	
University	 of	 Wisconsin-Lösung.	 Bei	 einer	 24-stündigen	 Lagerung	 war	 kein	
signifikanter	 Unterschied	 in	 der	 Venenfunktion	 zwischen	 der	 physiologischen	






-nekrose	 nachweisen.	 Nach	 ionisierender	 Strahlung	 von	 1	 Gy	 konnte	 die	
Arbeitsgruppe	 vaskuläre	 Dystrophie,	 Hypertrophie	 und	 Hyperplasie	 der	 Intima	
feststellen.	Des	Weiteren	induzierten	bestrahlte	Endothelzellen	eine	Proliferation	der	
vaskulären	 glatten	Muskelzellen	 (MILLIAT	 et	 al.	 2006).	 JELONEK	et	 al.	 untersuchten	
den	Effekt	ionisierender	Strahlung	an	in	vitro	und	in	vivo	Modellen.	Die	Arbeitsgruppe	
konnte	in	beiden	Fällen	einen	zytostatischen	Effekt	und	eine	systemische	Toxizität	als	
Folge	 feststellen.	 In	 ihren	 Versuchen	 wurde	 eine	 dosisabhängige	 Veränderung	 des	
Zytoskeletts,	 der	 Zell-Zell-Kontakte	 und	 der	 Genexpression	 bei	 kardialen	
Endothelzellen	 beobachtet.	 Außerdem	 wurde	 eine	 vermehrte	 Expression	 von	 pro-
inflammatorischen	 Adhäsionsmolekülen	 (Vcam1	 und	 Sel-E)	 und	 Aktinfasern	
nachgewiesen,	 die	 bei	 Stress	 ausgeschüttet	 werden	 (JELONEK	 et	 al.	 2011).	 Nach	
Bestrahlung	der	Lungen	von	Fisher	344	Ratten	konnten	FLECKENSTEIN	et	al.	ebenfalls	
eine	 signifikante	 Verringerung	 der	 Perfusion	 feststellen.	 Der	 durch	 Irradiation	
verursachte	 oxidative	 Stress	 konnte	 zwei	 Wochen	 danach	 mittels	 8-OHdG	
nachgwiesen	 werden.	 Parallel	 dazu	 wurde	 eine	 signifikant	 erhöhte	 VEGF-Bildung,	
Hypoxie	 und	 eine	 erhöhte	 Anzahl	 von	Makrophagen	 beobachtet.	 Den	 verringerten	
Sauerstoffgehalt	 erklärte	die	Arbeitsgruppe	einerseits	mit	dem	erhöhten	Verbrauch	
durch	 Makrophagen.	 Andererseits	 konnte	 eine	 Blutversorgung	 durch	 die	
beschädigten	Gefäße	nicht	mehr	gewährleistet	werden	 (FLECKENSTEIN	et	al.	 2007).	
Die	 Ergebnisse	der	 vorliegenden	 Studie	 stimmen	mit	 den	eben	erwähnten	überein.	
Der	schädigende	Effekt	ionisierender	Strahlen	auf	die	Neovaskularisation	im	AV-Loop-
Modell	 waren	 eindeutig	 darstellbar	 und	 die	 Gefäßanzahl	 sowie	 –fläche	 waren	
signifikant	 geringer	 als	 in	 der	 Kontrollgruppe.	 Die	 im	 Vergleich	 zu	 den	 eben	
genannten	 Studien	 hier	 angewandte	 Radiobehandlung	 ist	 relativ	 gering	 und	 direkt	
auf	den	Graft.	Es	genügte	eine	ionisierende	Strahlung	von	2	Gy	um	eine	signifikante	





Nach	 Kombination	 von	 Bevacizumab	 und	 ionisierender	 Bestrahlung	 wurde	 ein	
synergistischer	 Effekt	 auf	 die	 Angiogenesehemmung	 erwartet.	 Dieser	 konnte	 allein	
bei	 der	 Gefäßfläche	 beobachtet	 werden.	 Es	 wird	 vermutet,	 dass	 der	 klinisch	
prognostisch	 gute	 Effekt	weniger	 von	 einer	 verringerten	 Gefäßanzahl,	 sondern	 viel	
mehr	von	der	Gefäßfläche	abhängt.	Eine	vergrößerte	Gefäßfläche	ist	kennzeichnend	
für	 eine	weitere	 Differenzierung	 und	 somit	 Reifung	 von	 Gefäßen.	Wie	 YUAN	 et	 al.	
demonstrieren	 konnten,	 induzierte	 die	 in	 der	 Kammer	 herrschende	 Hypoxie	
Angiogenese	durch	den	vermehrt	angesammelten	Faktor	HIF-1α	 im	Zytoplasma	der	
Endothelzellen	 (YUAN	 et	 al.	 2014).	 HIF-1α	 löste	 eine	 weitere	 Signalkaskade	 von	
Wachstumsfaktoren	 aus	 –	 unter	 anderem	VEGF	 (STOELTZING	 et	 al.	 2004).	Weitere	
Arbeitsgruppen	 beschrieben	 durch	 eine	 HIF-1α-Stabilisierung	 eine	 verringerte	
Angiogenese	mit	 folgender	 Eindämmung	 der	 Sauerstoffaufnahme	 der	 Zellen.	 Diese	
hypoxischen	 Bedingungen	 führten	 zu	 einer	 verringerten	 Radiosensitivität	 der	
Endothelzellen	(KOUKOURAKIS	2012;	YOSHIMURA	et	al.	2013).	In	dieser	Studie	wurde	
VEGF,	ein	Produkt	der	Signalkette	von	HIF-1α,	mittels	des	monoklonalen	Antikörpers	
Bevacizumab	 in	 seiner	 Expression	 verringert.	 Es	 kann	 spekuliert	 werden,	 dass	
aufgrund	 der	 verursachten	 geringeren	 Angiogenese	 Endothelzellen	 hypoxischen	
Umständen	ausgesetzt	wurden	und	nicht	mehr	radiosensitiv	sind.	Dementsprechend	
blieb	 der	 synergistische	 Effekt	 der	 beiden	 anti-angiogenen	 Methoden	 aus	 und	 es	
konnte	 keine	 signifikante	 Verringerung	 der	 Gefäßbildung	 beobachtet	 werden.	 Wie	
bereits	 erwähnt	 ordnet	 Bevacizumab	 das	 chaotische	 Blutgefäßsystem	 im	
Tumorgewebe.	 Therapeutika	 können	 durch	 den	 dabei	 entstandenen	 verringerten	
interstitiellen	Druck	und	über	die	normalisierten	Gefäße	 in	die	vormals	hypoxischen	
Bereiche	 des	 kanzerösen	 Gewebes	 eindringen.	 Die	 neoplastischen	 Zellen	 sind	
radiosensitiver,	 da	 das	 Tumorgewebe	 durch	 die	 verbesserte	 Durchblutung	




In	 dieser	 Studie	 wurde	 ein	 Auswertungsprogramm	 für	 die	 AV-Loop-Angiogenese	
etabliert.	Die	Evaluation	der	histologischen	Präparate	erfasste	die	Gefäßanzahl	und	–
fläche	 des	 AV-Loops	 und	 unterteilte	 sie	 abhängig	 von	 ihrer	 Lage	 und	 Abstand	 zur	
Hauptgefäßachse	 in	Basis-	und	kumulative	Statistik.	 Zur	besseren	Visualisierung	der	
histologischen	 Schnitte	 wurden	 die	 Gefäße	 idealisiert	 als	 kreisrunde	 Flächen	
dargestellt.	 DINGS	 et	 al.	 und	 LIN	 et	 al.	 konnten	 eine	 Korrelation	 zwischen	 dem	
Durchmesser	 und	 der	 Reife	 der	 Gefäße	 beobachten.	 Bei	 der	 Inhibition	 des	
Gefäßsystems	in	Tumoren	mittels	Bevacizumab	konnten	DINGS	et	al.	kleine,	unreife	
Gefäße	 eliminieren	 im	Gegensatz	 zu	 größeren,	 reifen	Gefäßen	 (DINGS	 et	 al.	 2007).	
LIN	et	al.	 induzierten	mittels	Östrogen	Angiogenese	in	der	Blase	von	Kaninchen	und	
beobachteten	 eine	 Gefäßsprossung	 von	 kleinen,	 neuen	 Gefäßen	 in	 der	 glatten	
Muskulatur	(LIN	et	al.	2006).	In	der	vorliegenden	Arbeit	wurde	beobachtet,	dass	reife	
Gefäße	 mit	 größerer	 Fläche,	 näher	 zur	 Hauptachse	 lagen	 als	 unreife	 Gefäße	 mit	
kleinerem	 Durchmesser.	 Im	 Zuge	 der	 Etablierungsphase	 wurden	 die	 perfundierten	
Konstrukte	 mit	 HE	 und	 Lektin	 gefärbt	 und	 anschließend	 analysiert.	 Um	 nicht	
vollständig	 perfundierte	 Präparate	 ebenfalls	 verwenden	 zu	 können,	 wurden	 die	
Gefäße	 manuell	 aufgesucht	 und	 mit	 Adobe®	 Photoshop®	 schwarz	 markiert.	 Im	
Gegensatz	 zu	 den	HE-Färbungen	war	 bei	 der	 Lektin-Färbung	 die	 Identifizierung	 der	
Gefäßendothelzellen,	 die	 die	 Lumina	 umrahmten,	 eindeutig,	 und	 die	 Gefäße	 leicht	
auffindbar.	 Es	 wurde	 ein	 signifikant	 höhere	 Gefäßanzahl	 bei	 der	 Lektin-Färbung	
beobachtet	 im	 Vergleich	 zur	 HE-Färbung.	 Die	 Ursache	 dafür	 war	 die	 einfachere	
Gefäßidentifikation	der	 Lektin-Färbung,	 die	 eine	 Erkennung	mehrerer	 und	 kleinerer	
Gefäße	 ermöglichte.	 Nach	 einer	 benutzerdefinierten	 Einstellung	 der	 Ringabstände	
konnten	die	Gefäße	in	Zonen	eingeteilt	werden,	um	die	Verteilung	ihrer	Neubildung	
um	die	Hauptachse	beurteilen	zu	können	(klassierte	Statistik).	Des	Weiteren	wurden	
die	 Gefäßanzahl	 und	 -fläche	 des	 neu	 etablierten	 Algorithmus	 denen	 der	Mikro-CT-
Auswertung	 gegenüber	 gestellt.	 Hier	 wurde	 eine	 signifikant	 höhere	 Gefäßanzahl	
gemessen	 im	 Gegensatz	 zu	 einer	 nicht	 signifikant	 erhöhten	 Fläche.	 Aufgrund	 der	
höheren	 Bildauflösung	 der	 histologischen	 Aufnahmen	 konnten	 zum	 einen	 kleinere	
Diskussion	
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Gefäße	 erkannt	 werden.	 Zum	 anderen	 waren	 die	 Gefäßränder	 der	 Mikro-CT-
Abbildungen	aufgrund	der	niedrigen	Bildqualität	undeutlicher	im	Gegensatz	zu	denen	
der	 histologischen	 Aufnahmen,	 die	 zu	 einer	 größer	 scheinenden	 Fläche	 mit	
entsprechendem	 Einfluss	 auf	 die	 Resultate	 führten.	 Somit	 ersetzte	 dieses	 neu	
etablierte	 Auswertungsprogramm	 für	 2-D-Aufnahmen	 von	 histologischen	 Schnitten	
aufwendige	Evaluationsprozessen	von	3-D-Abbildungen	und	erstellte	standardisierte	
Ergebnisse.	 Zusätzliche	 Vorteile	 des	 Evaluationsprogrammes	 sind	 die	
Benutzerunabhängigkeit	 und	 die	 einfache,	 kostengünstige	 und	 zeitsparende	
Erstellung	der	Bildauswertung	(HOFER	et	al.	2005;	ARKUDAS	et	al.	2013).		
	
In	 dieser	 Studie	 konnte	 in	 einem	 In-vivo-AV-Loop-Modell	 Neovaskularisation	 ohne	
Zugabe	 von	 angiogenen	 Substanzen	 erzeugt	 werden.	 Ab	 dem	 10.	 Tag	 wurde	 eine	
stete	Differenzierung	der	Gefäße	und	zur	selben	Zeit	eine	Stagnation	der	Proliferation	
gemessen.	An	dieser	Gefäßreifung	war	vornehmlich	der	angiogene	Wachstumsfaktor	
VEGF	 beteiligt,	 wobei	 angenommen	 werden	 kann,	 dass	 ebenfalls	 weitere	
mechanische	sowie	chemische	Faktoren	wie	erhöhter	Blutfluss	und	Hypoxie	Einfluss	
auf	 die	 Neoangiogenese	 dieses	 Modells	 hatten.	 Die	 Angiogenese	 konnte	 durch	
Applikation	eines	monoklonalen	Antikörpers	und	ionisierender	Bestrahlung	gehemmt	
werden.	 Nach	 Anwendung	 beider	 anti-angiogener	 Behandlungsmethoden	 blieb	 der	
erwartete	 synergistische	 Effekt	 aus.	 Für	 aufbauende	 Studien	 wäre	 der	 Effekt	 des	
murinen	 Pendants	 zu	 Bevacizumab,	 murA.4.6.1,	 zu	 prüfen.	 Zur	 Auswertung	 der	
Ergebnisse	 dieses	 Modells	 wurde	 ein	 computerbasiertes	 Analyseverfahren	
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Angiogenese	 ist	 an	 physiologischen	 Vorgängen	 wie	 der	 Embryogenese	 und	 der	
Wundheilung,	 aber	 auch	 bei	 pathologischen	 Abläufen	 wie	 bei	 Neoplasien	 und	 der	
Makula	 Degeneration	 beteiligt.	 Im	 Bereich	 des	 Tissue	 Engineering	 ist	 sie	 ebenfalls	
unersetzlich	 und	 ausschlaggebend	 für	 den	 Erfolg	 einer	 Gewebetransplantation.	 In	
dieser	 Studie	wurde	 an	 40	männliche	Charles	 Lewis-Ratten	das	 arteriovenöse	 (AV-)	
Loop-Modell	 angewandt,	 um	 spontane	 Angiogenese	 unter	 Einfluss	
wachstumshemmender	Faktoren	in	vivo	zu	untersuchen.	Der	AV-Loop	wurde	in	einer	
mit	 Fibrin	 gefüllten	 Teflonkammer	 gebettet.	 Für	 die	 statistische	Auswertung	wurde	
der	Student	t-Test	mit	ungepaarten	Stichproben	angewandt	und	das	Signifkanzniveau	
betrug	 α	=	0,05.	 Multiple	 Testungen	 wurden	 nach	 der	 Bonferroni-Holm-Methode	
angepasst.	 In	der	Anfangsphase	der	Studie	wurde	der	zeitliche	Verlauf	der	AV-Loop	
assoziierten	Angiogenese	an	16	Tieren	untersucht.	Es	wurde	ein	signifikanter	Anstieg	
der	 Gefäßfläche	 über	 einen	 Zeitraum	 von	 5	 (n=2),	 10	 (n=3)	 und	 15	 Tagen	 (n=3)	
beobachtet	und	ebenfalls	eine	signifikant	höhere	Gefäßanzahl	an	Tag	15	im	Vergleich	
zu	 Tag	 5.	 Acht	 Tiere	 konnten	 nicht	 in	 die	 Studie	miteingeschlossen	werden	 infolge	







(vascular	endothelial	 growth	 factor)	 intravenös	appliziert,	nämlich	der	monoklonale	
Antikörper	 Bevacizumab.	 Hier	 konnte	 ein	 signifikanter	 Unterschied	 zur	
Kontrollgruppe	 (n	=	6)	 bei	 der	 Gefäßfläche	 (94	432	±	17	903	µm2	 gegenüber	
268	682	±	63	575	µm2)	 und	 ebenfalls	 bei	 der	 Gefäßdichte	 (18	±	5	 Gefäße	 pro	 mm2	
versus	 40	±	9	 Gefäße	 pro	 mm2	 in	 der	 Kontrollgruppe)	 gemessen	 werden.	 Dieser	
Befund	 ließ	 darauf	 schließen,	 dass	 die	 Neovaskularisation	 durch	 VEGF	 vermittelt	
wurde.	 Die	 direkte	 Bestrahlung	 von	 2	 Gy	 auf	 den	 venösen	 Graft	 in	 der	 zweiten	
Versuchsgruppe	 (n	=	7)	 löste	 eine	 signifikante	 Verringerung	 von	 Gefäßanzahl	
(311	±	73),	 -fläche	 (43	137	±	10	225	µm2)	 und	 –dichte	 (15	±	7	 Gefäße	 pro	 mm2)	 im	
Vergleich	zur	Kontrollgruppe	(776	±	123,	268	682	±	63	575	µm2	und	40	±	9	Gefäße	pro	
mm2)	 aus.	 Dieses	 Verfahren	 hatte	 somit	 starken	 Einfluss	 auf	 den	 Reifeprozess	 der	
Neoangiogenese.	Bei	der	Kombinationsgruppe	(Bevacizumab	und	Bestrahlung,	n	=	5)	
konnte	 nur	 bei	 der	 Gefäßfläche	 ein	 signifikant	 geringerer	 Unterschied	 in	 der	
Angiogenese	 erhoben	 werden.	 Dies	 ließ	 vermuten,	 dass	 das	 hier	 zu	 findende	
physiologische	 und	 somit	 geordnete	 Gefäßwachstum	 nicht	 auf	 diese	 hemmende	
Methode	anspricht,	wie	es	bei	chaotischen	Tumorgefäßsystemen	der	Fall	ist	und	der	
vermutete	 Synergismus	 ausbleibt.	 Zusätzlich	 wurde	 im	 Zuge	 dieser	 Studie	 ein	
standardisiertes	 Auswertungsprogramm	 etabliert.	 Dabei	 handelt	 es	 sich	 um	 ein	
selbstentwickeltes	 Computerprogramm,	 das	 nicht	 nur	 die	 hier	 gesammelten	 aber	
auch	 2-D-Aufnahmen	 anderer	 Angiogenese-Modelle	 benutzerunabhängig	 und	
standardisiert	evaluieren	kann.		
Zusammenfassend	kann	gesagt	werden,	dass	das	AV-Loop-Modell	sich	ausgezeichnet	
für	 die	 Untersuchung	 der	 Angiogenese	 im	 gesunden	 Gewebe	 eignet.	 Es	 bietet	 die	







Angiogenesis	 in	 the	 arterio-venous	 loop	 model	 with	 focus	 on	 the	 impact	 of	










It	 is	 involved	 in	 events	 of	 embryogenesis	 and	 in	 wound	 healing	 as	 well	 as	 in	
neoplastic	 growth	 and	 macula	 degeneration.	 In	 the	 field	 of	 Tissue	 Engineering	
neovascularisation	 plays	 an	 irreplaceable	 role	 and	 determines	 the	 result	 of	 the	
transplantation.	Here,	 an	 arterio-venous	 loop	 (AV-loop)	model	 embedded	 in	 fibrin-
filled	 teflon	 chambers	 in	 40	 Charles	 Lewis	 rats	 was	 applied	 to	 conduct	 in	 vivo	
investigations	of	the	physiological	processes	of	vessel	growth	in	healthy	tissue	and	to	
understand	 neovascularisation	 under	 the	 impact	 of	 anti-angiogenic	 factors	 such	 as	










to	 the	 complex	microsurgical	 model,	 especially	 at	 the	 onset	 of	 the	 project.	 In	 the	
second	 phase	 of	 the	 study	 three	 different	 anti-angiogenic	 procedures	 were	
investigated.	Time	of	implantation	was	15	days.	In	group	one	(n	=	6)	the	monoclonal	
antibody	 of	 VEGF	 (vascular	 endothelial	 growth	 factor)	 named	 Bevacizumab	 was	
applied	 intravenously.	 As	 a	 result	 a	 significant	 lower	 vessel	 area	
(94	432	±	17	903	µm2)	 and	 density	 (18	±	5	 vessels	 per	 mm2)	 could	 be	 measured	 in	
comparison	 to	 the	 control	 group	 (n	=	6;	 268	682	±	63	575	µm2	 respectively	 40	±	9	
vessels	per	mm2).	We	concluded	from	these	results	that	angiogenesis	was	mediated	
by	VEGF.	In	comparison	to	the	controlgroup	direct	IR	of	2	Gy	led	in	group	two	(n	=	7)	
to	 a	 significant	 decrease	 in	 vessel	 number	 (311	±	73	 versus	 776	±	123),	 area	
(43	137	±	10	225	µm2	versus	268	682	±	63	575	µm2)	and	density	(15	±	7	versus	40	±	9	
vessels	 per	 mm2).	 Therefore	 this	 procedure	 has	 an	 obvious	 impact	 on	 the	 vessel	
maturation.	In	the	combined	group	(n	=	5)	of	both	anti-angiogenic	procedures	(anti-
VEGF	and	IR)	a	significant	decrease	was	only	evident	in	the	vessel	area.	We	assumed	





In	 summary	 the	AV-loop	presents	 a	 proficient	model	 to	 investigate	 angiogenesis	 in	
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